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RESUME

Au cours des derniéres décennies, on a observé une augmentation notable de la demande de
viande de volaille en raison de sa commodité pour la cuisson et la transformation, de ses
avantages pour la santé et de son prix peu élevé. Pour répondre a la demande du marché et a
l'augmentation de la population mondiale, les producteurs ont di augmenter leur production
tout en réduisant les codts. En conséquence, la production de poulets de chair est devenue plus
efficace grace a la sélection génétique qui a considérablement contribué a lI'amélioration des
performances de croissance et des rendements en viande, filet en particulier. Néanmoins, depuis
preés de dix ans, la filiere avicole est confrontée a la présence fréquente de défauts musculaires
tels que le white striping (WS), caractérisé par des stries blanches paralléles aux fibres
musculaires sur le muscle, et le wooden breast (WB), caractérisé par une hétérogeneité de
couleur du filet, un exsudat excessif a la surface du muscle et une perte d'élasticité musculaire.
Les conséquences de ces défauts sur la qualité de la viande sont multiples puisqu’ils altérent
I’apparence du filet affectant I’acte d’achat par le consommateur mais aussi leur valeur
nutritionnelle et leurs propriétés fonctionnelles. Ainsi, les viandes présentant ces défauts ne
peuvent étre vendues en frais et sont rétrogradees en minerai pour la transformation, ce qui peut
étre a I’origine de pertes économiques importantes pour la filiere et peut conduire a terme a une
dégradation de son image. Méme s’il est clairement établi que la fréquence et la gravité des
défauts augmentent avec la croissance et le rendement en filet des animaux, leur origine précise

reste mal comprise.

Différentes analyses génétiques et génomiques (transcriptomique, protéomique) a haut-débit
ont été menées en complément de mesures histologiques afin de mieux comprendre 1’étiologie
des défauts. Les objectifs étaient aussi de contribuer au développement de nouveaux indicateurs
et de marqueurs génétiques et biologiques utiles au diagnostic et a la sélection contre ces
pathologies musculaires. L’¢tude a porté sur deux modéles génétiques complémentaires : (1)
un modele original de deux lignées de poulet sélectionnées de facon divergente sur la mesure
du pH ultime du filet et qui permettaient d’appréhender les interactions entre sensibilité au WS
et métabolisme énergétique du muscle, et (2) une lignée a fort développement musculaire
présentant une proportion significative de WS et WB étudiée par comparaison avec une souche

a croissance lente indemne de Iésions musculaires.



L’analyse GWAS sur le premier modéle d’étude a conduit a des résultats originaux sur
I’architecture génétique du défaut WS en identifiant les premiéres régions QTL chez le poulet.
Ces résultats vont dans le sens d’un déterminisme complexe du défaut WS avec plusieurs QTL
significatifs agissant sur la variabilité du caractére en plus des nombreux autres genes a effet
faible modélisés au travers de I’effet polygénique. Le déterminisme semble d’autant plus
complexe que la recherche de QTL de WS réalisée intra-lignée suggere une interaction avec le
statut énergétique du muscle, plusieurs SNP étant significatifs au seuil chromosomique dans la
lignée pHu+ mais aucun dans la lignée pHu-. Les approches complémentaires de recherche de
QTL et eQTL ont permis de confirmer I’intérét de certaines régions et mutations candidates,

notamment sur le chromosome 17 porteur du géne LRSAML1.

La caracterisation moléculaire a haut débit du second mod¢le d’étude a tout d’abord permis de
progresser dans la compréhension de I’étiologie des défauts. Il ressort que la sélection sur la
croissance et le rendement en muscle a conduit a une diminution des réserves en glycogene et
de la vascularisation du muscle, créant un environnement métabolique et structural favorable
aux derégulations biologiques associées aux myopathies WS et WB. Les differentes approches
mises en ceuvre ont conduit au développement de nouveaux outils de phénotypage fin des
défauts, sous la forme de phénotypes histologiques quantitatifs, et d’un set de marqueurs
d’expression génique. Les résultats de la these ouvrent de nouvelles perspectives de progres
pour la sélection génétique ou génomique contre les defauts mais aussi la recherche de solutions
d’¢élevage permettant de réduire leur incidence. Les recherches doivent maintenant se
poursuivre pour valider les marqueurs et biomarqueurs identifiés dans d’autres populations
d’intérét et progresser dans notre compréhension du déterminisme génétique et biologique des

myopathies chez le poulet.

Mots clés : poulet, défauts musculaires, qualit¢ de la viande, génétique, génomique,

biomarqueurs, sélection



ABSTRACT

During the past few decades, an increase in the demand for poultry meat has been observed due
to its convenience for cooking and processing, health benefits, and low price. To answer to the
market demand and the world population increase, producers have had to increase their
production while reducing the costs. Consequently, the production of broiler chickens has
become more efficient thanks to genetic selection, which has contributed significantly to the
improvement in growth rate and breast meat yield. Nevertheless, for nearly a decade now, the
poultry industry has witnessed an increasing prevalence of broiler breast myopathies such as
white striping (WS), which is characterized by white striations parallel to muscle fibers and
wooden breast (WB), which results in a heterogeneity of color, excessive surface exudate and
a loss of muscle elasticity. The consequences of these defects on meat quality are multiple since
they alter breast meat appearance affecting the act of purchase by consumers, as well as its
nutritional value and functional properties. Thus, meat with these defects cannot be sold fresh
and are downgraded for processing, which can be at the origin of significant economic losses
for poultry industry and lead to the degradation of its image. Although it is clear that the
frequency and the severity of these defects increase with growth rate and breast muscle yield

of animals, their precise etiology remains poorly understood.

Various high-throughput genetic and genomic (transcriptomic, proteomic) studies were carried
out in addition to histological measurements to better understand the etiology of WS and WB
defects. Our objective was also to contribute to the development of new indicators and genetic
and biological markers useful for diagnosis and selection against these muscular pathologies.
The study focused on two complementary genetic models: (i) an original model of two
divergent chicken lines selected for low and high breast meat ultimate pH that allows to deepen
the interactions between sensibility to WS and muscle energy status, and (ii) a line with high
breast yield severely affected by both the WS and WB defects and that was studied in

comparison with a slow-growing line free from muscle defects.

GWAS analysis on the first animal model studied led to original results on the genetic
architecture of the WS defect by identifying the first QTL regions in the chicken. These results
are consistent with a complex determinism of the WS defect with several significant QTLs
acting on the variability of the character in addition to the many other weak-effect genes

modeled through the polygenic effect. Determinism seems all the more complex since the



research of QTL of WS performed intra-line suggests an interaction with muscle energy status,
several SNPs being significant at the chromosomal threshold in the pHu+ line but none in the
pHu- line. The complementary research approaches of QTL and eQTL have confirmed the
interest of certain candidate regions and mutations, mainly on chromosome 17, carrier of the
LRSAML1 gene.

The high-throughput molecular characterization of the second studied model first led to
progress in the understanding of biological process underlying breast muscle myopathy. It
appears that selection for growth rate and muscle yield led to a decrease in glycogen stores and
muscle vascularization, creating a favorable metabolic and structural environment for
biological dysregulations associated with WS and WB myopathies. The different approaches
used also led to the development of new fine phenotyping tools, in the form of quantitative
histological phenotypes, and a set of gene expression markers. The results of the thesis open
new perspectives of progress for genetic or genomic selection against the defects but also the
search for rearing solutions to reduce their incidence. Research must now continue in order to
validate identified markers and biomarkers in other populations of interest and progress in our

understanding of the genetic and biological determinisms of myopathies in chicken.

Key words: chicken, muscular defects, meat quality, genetics, genomic, biomarkers, selection
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Avec un taux de croissance annuel moyen de 3,4 %, la production mondiale de viande de
volaille affiche la plus forte croissance au sein des productions de viandes. Depuis 2017, la
volaille est la premiere viande produite dans le monde avec 118 millions de tonnes (Mt) devant
la viande porcine (117 Mt), la viande bovine (70 Mt) et la viande ovine (14 Mt) (ITAVI, 2018).
Cet essor des productions avicoles, initié apres-guerre, a été concomitant avec la sélection
génétique de souches plus productives et I’optimisation des conditions d’élevage et des intrants
(en particulier ’alimentation). Depuis maintenant plus de 20 ans, la filiére avicole a aussi connu
une importante transformation afin de s’adapter aux évolutions des modes de consommation
moderne. Ainsi, a I'instar du porc, la viande de poulet est aujourd’hui majoritairement
consommeée sous forme de produits découpés et élaborés (77% de la consommation du poulet
en France en 2018), et de moins en moins sous forme de carcasses entieres. Au-dela du
rendement en viande, la qualité technologique est donc devenue un facteur clé de compétitivité
dans la mesure ou elle impacte I’aptitude a la conservation et les rendements a la transformation.
Les qualités sensorielle, nutritionnelle et d’image sont également importantes a préserver pour

pérenniser le développement des productions avicoles.

Malgré ces enjeux, la qualité de la viande reste mal maitrisée, sans doute en partie car elle
résulte d’interactions complexes entre la génétique et les facteurs d’élevage et d’abattage (Berri,
2004). Ces vingt derniéres années, de nombreux travaux ont été consacrés a 1’étude de la
cinétique de chute de pH post-mortem et a sa variabilité a 1’origine de défauts métaboliques au
sein des muscles blancs (glycolytiques) du filet. Ainsi, selon plusieurs enquétes réalisées sur
sites industriels en 2006 et 2007, plus de 30% des filets de poulets standards, principale
production de volaille pour les produits de découpe et de transformation, présentent un pH
ultime (pHu) inférieur ou égal a 5,7, et peuvent donc étre classés comme viande acide (Gigaud
et al., 2009). A I’opposé, environ 6% ont un pHu supérieur a 6,2 et peuvent donc étre assimilés
a des viandes de type Dark, Firm and Dry (DFD). Si les premiéres peuvent engendrer des
mauvais rendements technologiques et des pertes économiques aprés transformation, les
secondes sont susceptibles de poser des problemes de conservation, en particulier pour les
découpes ou les charcuteries crues (Gigaud et al., 2009). Plusieurs études ont démontré
I’existence d’un controle génétique du pHuU de la viande dont I’héritabilité varie entre 0,35 et
0,60 chez des souches a croissance lente (Chabault et al., 2012), intermédiaire (Le Bihan-Duval
et al., 2001) ou rapide (Le Bihan-Duval et al., 2008). Ces mémes études montrent que le pHu
est génétiquement fortement relié a la couleur, au pouvoir de rétention d’ecau et a la texture du

filet. Quel que soit le facteur de variation considéré (alimentation, origine génétique ou mode
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d’¢levage), il existe une relation positive entre la croissance des fibres musculaires et le pHu de
la viande (Berri et al., 2007 ; Berri et al., 2008 ; Baéza et al., 2012) reflétant la diminution des
réserves énergétiques du muscle. De ce fait, les pratiques actuelles qui favorisent la production
de poulets a croissance rapide, abattus a des poids élevés avec de fort rendement en muscle ont

entrainé une évolution vers la production de viande a pH plus élevé.

Les évolutions génétiques et des pratiques telles que la production de poulets lourds ont vu
I’émergence de nouveaux types de défauts, affectant I’intégrité musculaire, extrémement
pénalisant pour la compétitivité et la qualité des produits. Il s’agit en particulier des défauts
« white striping » (WS), caractérisés par la présence de stries blanches qui se développent
parallelement a I’axe des fibres musculaires (Kuttappan et al., 2009) et « wooden breast »
(WB), caractérisés par un muscle dur, visqueux et bombé qui s’accompagne d’une
hétérogénéité de coloration, d’un exsudat de surface excessif et d’une perte d’élasticité du
muscle (Sihvo et al., 2013). Plus réecemment a été décrite une autre forme de défaut structural,
caractérise par une grave perte de cohésion du muscle entrainant une déstructuration importante
des fibres musculaires qui se détachent les unes des autres en filaments, lui conférant le nom de
muscle « spaghetti » (Sirri et al., 2016 ; Maiorano, 2017). Comme nous le verrons dans la partie
bibliographique du manuscrit, les conséquences de ces défauts sur la qualité de la viande sont
multiples : altération de I’apparence du filet impactant I’acte d’achat par le consommateur
(Kuttappan et al., 2012c), modification de la valeur nutritionnelle de la viande et rendement
technologique beaucoup plus faible (Kuttappan et al., 2016). Ainsi, les viandes présentant ces
défauts ne peuvent étre vendues en frais et sont rétrogradées en minerai pour la transformation,
pouvant entrainer des pertes économiques pour la filiere. De plus, l'incidence croissante des
défauts musculaires, ainsi que les questions de bien-étre animal qui en découlent, sont
susceptibles de dégrader I'image de la viande de poulet, comme en témoigne le nombre croissant

d'articles consacrés a ce sujet dans la presse spécialisée ou générale.

Alors que I’incidence des défauts WS et WB est en forte recrudescence, leur étiologie reste mal
comprise et I’industrie demeure en recherche de solutions pour les maitriser. Les travaux
scientifiques menés sur le sujet ont clairement établi un lien défavorable avec la croissance et
le rendement en viande. L’augmentation de pHu apparait également comme un facteur
prédisposant dans D’apparition des défauts structuraux. Comme rappelé dans la partie
bibliographique a suivre, nombre d’études ont été conduites et permettent aujourd’hui de mieux
comprendre certaines des modifications métaboliques et structurales associées aux défauts WS

et WB, sans pouvoir encore départager les mécanismes causaux des conséquences observées
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au niveau musculaire. L’estimation des paramétres génétiques pour les défauts WS et WB
(héritabilités et corrélations génétiques avec des caractéres de qualité de la viande et de
carcasse) a partir des notations visuelles a permis de démontrer I’existence d’une base génétique
de ces myopathies (Bailey et al., 2015 ; Alnahhas et al., 2016). La sélection génétique apparait
donc comme un des leviers possibles pour réduire 1’incidence de ce type de défauts, mais elle
est pour I’instant insuffisamment exploitée par la filicre. Ceci s’explique en partie par la
lourdeur des mesures de qualité et ’absence d’indicateurs précoces et de mesures quantitatives
pour estimer de maniére suffisamment fiable le degré d’atteinte des muscles concernés par ces

défauts structuraux.

C’est dans ce contexte qu’a été initi¢ le projet de thése associant la caractérisation génétique,
moléculaire et histologique des défauts white striping et wooden breast chez le poulet. Les
objectifs ¢étaient d’une part de mieux comprendre les voies métaboliques et structurales
impliquées mais aussi de développer des outils utiles a la sélection génétique ou génomique et
a I’¢élevage, sous la forme de nouveaux indicateurs et de marqueurs génétiques ou biologiques.
La démarche scientifique s’est appuyée sur des approches haut débit, de génétique d’association
et de génomique (transcriptome, protéome), réalisées en complément d’analyses histologiques

permettant 1’évaluation fine des défauts.

Comme décrit dans la premicre partie expérimentale de la thése, 1’analyse de génétique
d’association (GWAS) menée sur des lignées selectionnées de fagon divergente pour le pHu
aura permis d’identifier pour la premicre fois chez le poulet des régions du génome (QTL)
contrélant le défaut WS et de suggérer plusieurs génes candidats potentiellement causaux. Ces
premiers résultats suggeérent une possible interaction entre le contr6le génétique du défaut et le
statut métabolique de 1’animal, au travers de ses réserves énergétiques. La seconde approche
expérimentale, menée sur une souche a fort développement musculaire, apporte des résultats
originaux sur les possibilités d’un phénotypage fin, histologique et moléculaire des défauts.
L’analyse intégrée de I’ensemble des résultats et leur mise en perspective dans le contexte de

la sélection avicole ont été étudiées dans la discussion de la thése.
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I. Une sélection génetique au profit du développement
musculaire et du rendement en filet : vers I’émergence de
nouveaux défauts technologiques des viandes

Les criteres de sélection du poulet ont été adaptés au cours des derniéres décennies pour suivre
I’évolution du marché et de la demande des industriels et des consommateurs. En lien avec ces
évolutions, plusieurs défauts de qualité sont apparus, altérant 1’intégrité et la composition des
muscles, essentiellement au niveau du filet. Les premiéres problématiques technologiques chez
les poulets de chair étaient, a I’instar du porc, principalement liées a des variations importantes
de métabolisme énergétique, qui influencent la chute de pH qui se produit dans le muscle apres
la mort des animaux. Ces défauts altéraient I’intégralité des critéres de qualité des viandes de
volaille (i.e., couleur, pouvoir de rétention d’eau, texture, oxydation) et affectaient
principalement ’aptitude a la transformation des viandes. En revanche, depuis une dizaine
d’années, la filiere volaille est confrontée a la recrudescence de nouveaux défauts, qui impactent
en particulier I’intégrité musculaire des souches de poulets a croissance rapide et a fort
rendement en filet. La fréquence de ces défauts, qui s’apparentent a des myopathies, est de plus
en plus importante dans les abattoirs, y compris francais. De ce fait, ces déefauts font I’objet
d’une attention croissante et sont devenus en quelques annees la problématique majeure de

qualité des industriels de la filiere.

I.1 Une consommation de viande de volaille toujours en progression

Depuis plusieurs décennies, la viande de volaille est la production qui affiche la plus forte
croissance au niveau mondial au sein des productions de viandes. Depuis les années 2000, son
taux de croissance annuel moyen est de 3,4% contre 1,6% pour la viande porcine, 1,5% pour la
viande ovine et 0,95% pour la viande bovine (ITAVI, 2018).

En 2017, la consommation européenne de volaille était de 14 millions de tonnes équivalent-
carcasse (TEC) (1,86 million de TEC en France) et la consommation par habitant était en
moyenne de 27kg équivalent-carcasse (27,7kg/h en France). Ce sont les consommations de
viandes de poulet qui sont en hausse (+ 4,5% en 2017) tandis que les autres espéces de volailles
sont en repli comme pour la dinde (- 2,3% en 2017), la pintade (- 3% en 2017) et le canard gras
(- 9,5% en 2017). L’augmentation de la consommation de viande de volaille s’explique par
plusieurs facteurs. Depuis quelques années, la production et le marché de la viande ont subi

plusieurs événements négatifs qui ont altéré I'image de la viande et des produits carnés. En
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raison de leurs teneurs parfois fortes en lipides, en acides gras saturés, en cholestérol, et en
sodium, ces derniers ont été associés a des maladies telles que les maladies cardiovasculaires,
le diabete sucré ou encore certains cancers. De plus, la réduction de la consommation de viande
a €té accentuée par une série de scandales et de probléemes de santé animale qui ont affecté les
productions animales, tels que I'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), les dioxines dans
la viande et l'influenza aviaire. Dans ce contexte, la viande de volaille a su conserver son

attractivité par rapport aux autres espéces en raison de plusieurs facteurs (Figure 1).
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Figure 1 : Les nombreux avantages de la viande de poulet

Ainsi, elle constitue une excellente source de protéines animales (environ 31% du poids du filet
en moyenne) plébiscitée puisque rapide et efficace a produire. De plus, son codt attractif et son
absence de contraintes culturelles ou religieuses la rendent plus compétitive sur le marché de la
viande (Kennedy et al., 2004). Enfin, ¢’est une viande plutdt maigre (environ 1,3% de maticres
grasses dans le blanc de poulet, jusqu’a 4% dans la cuisse), avec un taux élevé en acide gras
insaturés, et une faible teneur en sodium et cholestérol. Elle est donc recommandée au
Royaume-Uni pour diminuer la fréquence des insuffisances coronariennes (Davis and Stewart,
2002). De plus, le dép6t de gras chez la volaille est principalement associé a la peau, ce qui
facilite son élimination, réduisant ainsi considérablement la consommation de graisse. Par
ailleurs, la production de volaille est moins liée au sol que celle des ovins ou des bovins, ce qui
facilite son développement dans les zones péri-urbaines avec une forte croissance
démographique (OCDE-FAO, 2016).

La viande de volaille est aujourd’hui majoritairement consommée sous forme de morceaux

découpés et, a I’instar de la viande de porc, largement utilisée pour la transformation en produits



élaborés. En revanche, elle est de moins en moins consommeée sous forme de carcasses entiéres
(Figure 2).
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Figure 2 : Segmentation de la consommation francaise de poulet en 2018

En France, la production en systémes alternatifs (Label Rouge, Agriculture Biologique) reste
significative, ce qui tend a preserver la consommation des poulets entiers (23% en 2018 contre
36 % en 2008 et 52 % en 1998). Pour autant, la grande majorité de la viande de volaille est
issue de la production standard (62%) et est destinée a la production de découpe et de produits

élaborés, dont la consommation respective est de 48 et 29% (ITAVI, 2018).

L’essor de la production de viande de volaille a été concomitant avec la mise en place d’une
filiere de production trés efficace, basée sur 1'utilisation d’une génétique tres productive et
I’optimisation des intrants (notamment 1’alimentation). Apres des décennies de progrés en
termes de productivité, la filiere doit aujourd’hui intégrer de nouvelles attentes en termes de
qualité des produits (rendement en viande, propriétes fonctionnelles, capacité de stockage,
perception sensorielle, valeurs nutritionnelles) mais aussi d’image de la filicre (bien-étre

animal, durabilité).
1.2 Une production plus efficace grace a la sélection génetique

1.2.1 Organisation de la sélection en volaille de chair

La filiére avicole est organisée selon un schéma pyramidal (Figure 3). Le haut de la pyramide

représente les entreprises de sélection (faible nombre de sociétés privées), qui mettent en ceuvre




I’ensemble des opérations nécessaires a la sélection des animaux en lignees pures (pedigree) :
définition des objectifs de sélection, évaluation génétique ou génomique et choix des futurs
reproducteurs. Les lignées pures alimentent également la production des troupeaux de
multiplication, sous la forme de Grand Grand Parentaux (GGP), de Grand-Parentaux (GP) puis
de Parentaux. Cette organisation pyramidale ainsi que les particularités biologiques des espéces
avicoles (bonne prolificité et faible intervalle entre générations) permettent de diffuser trés
efficacement le progres génétique, puisqu’un individu male reproducteur de lignée pure aboutit
a la production de plusieurs centaines de milliers de poulets de chair. Néanmoins, il faut environ
5 ans pour que les orientations prises au niveau de la sélection impactent les caractéristiques du

poulet terminal.
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Figure 3 : Schéma pyramidal de la filiere poulet de chair

Le schéma pyramidal repose le plus souvent sur le croisement de quatre lignées pures, deux
lignées représentant la voie male (les lignées A et B) et deux lignées représentant la voie femelle
(les lignées C et D) (Figure 4). Les pondérations de sélection different entre ces deux voies,
avec classiquement un poids plus important accordé aux caracteres de croissance et rendement
en viande sur la voie male par rapport a la voie femelle, ot I’on accorde un poids plus important
a la reproduction. Le croisement d’animaux GP des lignées méles A et B permet la production

du coq parental, alors que le croisement d’animaux GP des lignées C et D aboutit a la production
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de la femelle parentale. Ce croisement permet de bénéficier des effets d’hétérosis
particulierement importants pour les caractéres de reproduction et d’avoir des performances de
ponte supérieures chez la femelle parentale par rapport a sa mere grand-parentale. In fine, du
fait de la complémentarité entre les deux voies, le croisement entre male et femelle de type
parental permet de produire des poussins terminaux en grand nombre et avec les caractéristiques

de production recherchées.
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Figure 4 : Schéma de croisement a 4 voies (Novogen, Groupe Grimaud)

1.2.2 Evolution des objectifs de sélection et des performances

Au cours des 50 derniéres années, les critéres de sélection du poulet ont été adaptés pour suivre
I’évolution de la demande du marché en lien avec la démographie mondiale et les modes de
consommation. Avant la seconde guerre mondiale, les volailles étaient commercialisées en vif
et les poulets de chair sélectionnés en fonction de caractéres simples mesurés sur les animaux
vivants, comme le poids vif. Par la suite, la volaille a commencé a étre vendue sous forme de
carcasses entieres, entrainant un intérét économique croissant pour la sélection des animaux
selon leur rendement en carcasse. Il y a environ 40 ans, la demande du marché en morceaux

découpés a augmenté, orientant la sélection sur des critéres de composition corporelle, tels que



les rendements en filets et en cuisses. Notons que le pourcentage de gras abdominal a aussi fait
partie des critéres d’intérét, comme indicateur de I’état général d’engraissement des animaux,
a maitriser chez les animaux a croissance rapide. Enfin, au cours des deux derniéres décennies,
la demande croissante en produits transformés associée a une préférence pour la viande de filet
dans les pays occidentaux, a accentué la pression de sélection sur le rendement en filet qui n’a
cess¢ d’augmenter (Petracci et al., 2015). Les caracteres de croissance et de composition
corporelle bénéficiant d’un niveau d’héritabilité modéré a fort, la sélection appliquée sur les
souches standards a conduit a des progres spectaculaires (Figure 5). Ainsi entre 1957 et 2005,
le poids a été multiplié par 4 et le rendement en filet augmenté de 82% apreés 42 jours d’élevage

(Zuidhof et al., 2014).
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Figure 5 : Evolution de la morphologie des poulets de chair (Zuidhof et al., 2014)

Les progres génétiques réalisés au cours des 50 dernieres années ont largement amélioré

I’efficacité de la production, liée d’une part a I’amélioration de ’efficacité alimentaire des



animaux (sélectionnée au travers de I’indice de consommation) et au raccourcissement de leur
durée d’élevage. Aujourd’hui, la production d’animaux au poids du marché (environ 2kg)
nécessite moitié moins de temps (environ 40 jours ou moins) que dans les années 1950
(Havenstein et al., 2003 ; Petracci et al., 2015) (Tableau 1). Au cours des 10 derniéres années,
le rendement en filet des souches de poulet modernes a augmenté de 5 points (Petracci et al.,
2015). 1l dépasse actuellement le cinquiéme du poids du poulet, avec des rendements en filets
compris entre 20 et 25% du poids Vvif selon I’age et le poids a I’abattage (Baéza et al., 2012 ;
Petracci et al., 2015).

Tableau 1 : Progres réalisés sur le poids, I’age a 1’abattage et le rendement en filet des poulets entre
1957 et 2012 (Petracci et al., 2015)

Année Souche Poids vif (g) | Age (jours) | Poids du filet (g) Rende(rg}(e:; QL
1957 Athens 2078 57 280 13,5
2001 Ross 308 2207 43 349 15,8
2007 Ross 308 2200 36 410 18,6
2012 Ross 308 2200 35 464 21,1

Ces evolutions considérables des performances de production ont conduit a des changements
notables des caractéristiques anatomiques et physiologiques des animaux. Il est maintenant bien
établi que la sélection pour une augmentation de la croissance musculaire a eu pour
conséquence une hypertrophie des fibres. Au niveau métabolique, des diminutions de la teneur
en glycogene et en pigment héminique (reflet de la vascularisation) du muscle ont aussi été
révélées (Le Bihan-Duval and Berri, 2017 ; Petracci et al., 2017). Dans le méme temps et avec
I’augmentation de 1’'usage des viandes de volailles pour la transformation sont apparus des
défauts de qualité liés au métabolisme post-mortem et a la cinétique de chute du pH puis, plus

récemment, a I’intégrité musculaire.

|.3 Prevalence de défauts de qualité de viande

Le pH occupe un réle central dans la transformation du muscle en viande. Il influence les
propriétés sensorielles de la viande de volaille, sa durée de conservation, et plus généralement
ses propriétés physico-chimiques durant la transformation. Ce sont a la fois la vitesse et
I’amplitude de la chute de pH qui sont déterminantes pour la qualité de la viande. Celles-ci
peuvent-étre évaluées au travers de la mesure du pH a 15 minutes (pH15) et du pHu a 24 heures

post-mortem. Chez le poulet, le pHu est en grande partie déterminé par les réserves en
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glycogéne du muscle au moment de 1’abattage, estimées par le potentiel glycolytique ou PG
(Le Bihan-Duval et al., 2008). Plus ces réserves sont élevées, plus le pHu de la viande sera bas
et la viande acide. La vitesse initiale de chute de pH est quant a elle influencée par ’activité
physique de I’animal avant sa mort, en particulier I’intensité des battements d’ailes et des
redressements sur la chaine d’abattage (Debut et al., 2003 ; Berri et al., 2005 ; Debut et al.,
2005).

Au cours des 30 derniéres années, il a été observé une augmentation de défauts technologiques
et sensoriels liés a la cinétique de chute de pH post-mortem (Figure 6). Ces défauts, qui
concernent essentiellement les muscles blancs du filet dont le métabolisme est purement
glycolytique, influencent I’intégralité des critéres de qualité des viandes de volailles (i.e.,
couleur, pouvoir de rétention d’eau, texture, susceptibilité a ’oxydation). Ainsi, il est fréquent
d’observer des viandes dont le pH chute rapidement et/ou le pHuU est bas (< 5,7), qui présentent
un faible pouvoir de rétention d’eau, et de ce fait sont peu adaptées a la transformation. C’est
le cas des viandes Pale, Soft and Exudative (PSE) ou acides. A I’inverse, les viandes Dark, Firm
and Dry (DFD), qui ont un pHu élevé (> 6,2), présentent un fort pouvoir de rétention d’eau
(PRE) mais sont peu adaptées a la conservation en cru. Comme nous le verrons par la suite,
chez le poulet ces défauts présentent un fort déterminisme génétique (Le Bihan-Duval et al.,

2008) mais peuvent également étre modulés par les conditions d’élevage.

Figure 6 : Viande acide (A) vs viande DFD (B) (UMR Biologie des Oiseaux et Aviculture)

1.3.1.1 Viande Pale, Soft and Exsudative (PSE) et viande acide

Les viandes PSE ont une chute de pH rapide apres la mort, avec un pH15 trés souvent inférieur

a 6. Les viandes acides, quant a elles, ont un pH15 normal et un pHu plus bas que la normale




(pHu < 5,7). La prolongation de la glycolyse anaérobie post-mortem due a un stock en
glycogéne musculaire plus important que la normale est responsable de ce pHu bas. Il est
important de dire que I’incidence du caractére PSE est difficilement estimable chez les volailles.
En effet, aucune caractéristique mis a part le pH15, la plupart du temps non mesuré en abattoir
ou durant les expérimentations, ne permet de distinguer ces viandes des viandes acides. C’est
pourquoi les études font souvent référence a la dénomination de viande PSE-like, sachant que
si ’origine du défaut est distincte (probleme de vitesse ou d’amplitude de chute de pH), les

impacts sur la qualité sont proches.

Les viandes PSE-like sont caractérisées par une couleur pale (Figure 6), une texture molle et
un faible pouvoir de rétention d’eau (Barbut et al., 2008 ; Petracci and Cavani, 2012). Elles ont
une perte en eau assez conséquente lors de la cuisson et durant le stockage, ce qui les rend dures
et peu juteuses une fois cuites. En raison de leur faible pouvoir de rétention d’eau, elles ont une
capacité de transformation médiocre. Comme évoque précedemment, seule la cinétique de

chute de pH permet de différencier les viandes acides des viandes PSE.

L’apparition des viandes PSE-like en volaille a été pour la premiéere fois mentionnée il y a une
vingtaine d’années (Barbut, 1997 ; Solomon et al., 1998), alors que les premiéres descriptions
de viandes PSE ont été realisées chez le porc dans les annees 1960 (Briskey, 1964). En effet, le
terme PSE était utilisé a 1’origine pour décrire chez le porc une viande caractérisée par une
couleur plus claire et une texture plus molle que la normale, avec une faible capacité de rétention
d’cau et un rendement technologique réduit. Chez le porc, les viandes PSE ont été largement
étudiées au cours de ces vingt dernieres années et leur étiologie est aujourd’hui bien connue
(Solomon et al., 1998 ; Barbut et al., 2008). La chute de pH rapide couplée a une température
musculaire encore ¢levée explique I’apparition du défaut PSE. Un facteur génétique a été
identifié chez le porc : le géne de sensibilité a I’halothane (i.e., HAL, géne autosomal récessif).
Plus précisement, la mutation se situe au sein de I’isotope 1 du récepteur a la ryanodine (RYR1),
canal calcique du réticulum endoplasmique impliqué dans la libération de Ca?*. Cette mutation
entraine une libération de Ca?* deux fois supérieure a la normale, conduisant a I’activation du
métabolisme contractile musculaire et a la production accélérée de lactate et de protons H* par
la glycolyse anaérobie (Barbut et al., 2008). Ces protons influencent la conformation et la
charge des proteines, affectant la capacité de rétention d’eau, la texture et la couleur des viandes
PSE. Cette mutation est associée au syndrome de stress porcin, caractérisé par une hyperthermie
déclenchée par le stress, qui peut conduire a la mort de I’animal. Le test de sensibilité a

I’halothane (un gaz anesthésiant) a été utilisé chez le porc pour repérer les animaux sensibles,
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homozygotes pour la mutation récessive, qui développent au bout de quelques minutes ce
syndrome d'hyperthermie maligne associé a une contracture musculaire généralisée. Les études
réalisées chez la dinde et le poulet n’ont pas permis de montrer I’intérét du test de sensibilité a
I’halothane pour la détection des animaux prones a développer des viandes PSE liées a une
vitesse de chute excessive du pH (Wheeler et al., 1999 ; Owens et al., 2000 ; Cavitt et al., 2004)
et il n’existe pas d’argument a ce jour pour indiquer un role du géne RYR1 chez la volaille. Chez
le poulet, il semble que la vitesse de chute du pH soit principalement liée au comportement des
animaux sur la chaine d’abattage, en particulier chez les souches a croissance lente plus
réactives (Debut et al., 2003 ; Berri et al., 2005 ; Debut et al., 2005). L’analyse génétique de ce
type de souche a d’ailleurs montré que la durée des battements d’aile sur la chaine d’abattage
était un caractére héritable (h?=0,41), fortement négativement corrélé avec la valeur du pH15
(rg=-0,71) (Chabault et al., 2012).

Chez le porc, un second géne majeur responsable des viandes acides a eégalement été identifié.
I1 s’agit du géne RN, pour Rendement Napole, de type autosomal et dominant (Le Roy et al.,
1990). Les travaux de génétique moléculaire ont permis 1’identification de la mutation causale,
au sein du géne PRKAG3, qui conduit a une augmentation du contenu en glycogéne des muscles
et donc a un pHu bas (Milan et al., 2000). Ceci provoque une dénaturation partielle des
protéines, un pouvoir de rétention d’eau plus faible et un faible rendement a la transformation
(Barbut et al., 2008). PRKAG3 code pour une isoforme spécifique du muscle d’une sous-unité
régulatrice de ’AMPK (protéine kinase AMP-dépendante), qui intervient dans 1’équilibre
énergétique de la cellule, en inhibant la glycogéne synthase (GS) et en activant la glycogene
phosphorylase (PYG). Chez le poulet, I’expérience de sélection divergente sur le pHu du filet
a permis de montrer un fort déterminisme génétique du pHu (h?= 0,57) (Alnahhas et al., 2014)
mais aussi de constituer une population ressource particulierement précieuse pour les études
moléculaires sur ce caractére. Les ¢études de génétique d’association et de recherche de
signatures de sélection menées sur ce modele sont en faveur d’un déterminisme polygénique du
pHu mais soulignent dans le méme temps le role majeur d’une région localisée sur le
chromosome 1 (Le Bihan-Duval et al., 2018). Localisé au sein de cette région et surexprimé
chez les animaux pHu- par rapport aux animaux pHu+ (Beauclercq et al., 2017), PPP1R3A
constitue un géne candidat d’intérét pour expliquer la variabilité de pHu. En effet, il code pour
une sous-unité régulatrice d’une protéine phosphatase qui, comme I’AMPK, est impliquée dans
I’équilibre énergétique cellulaire, en activant la GS et en inhibant la PYG. Ces premiers résultats

ouvrent bien-siir de nombreuses perspectives pour étudier ’effet de ce geéne sur les réserves

30



énergétiques du muscle et la qualité de la viande du poulet, et rechercher les mutations

impliquées.

1.3.1.2 Viande Dark, Firm and Dry (DFD)

Les viandes DFD sont caractérisées par une couleur foncée (Figure 6), une texture ferme due
a I’eau qui a tendance a rester associée aux fibres et a la faible dénaturation des protéines, ainsi
qu’un pH élevé. Du fait de ce dernier, ces viandes sont plus prédisposées a une contamination
microbienne, ce qui a un effet délétere sur la conservation du produit (Faucitano et al., 2010 ;
Traffano-Schiffo et al., 2018). En plus de la contamination microbienne, la couleur foncée des
viandes DFD est un autre facteur important. En effet, cela affecte également la couleur des
produits transformes, et peut donc avoir un impact sur la décision d’achat des consommateurs
(Traffano-Schiffo et al., 2018). Toutefois, I’incidence des viandes DFD chez la volaille, mais
également chez le porc, dépasse rarement 10%, ce qui reste plus faible que les viandes acides

ou plus généralement PSE-like (Adzitey and Nurul, 2011).

Aucun géne majeur associé¢ au développement des viandes DFD n’a été identifi¢ chez le porc
ou la volaille. Comme nous I’avons déja évoqué, chez la volaille la sélection pour une
augmentation de la croissance musculaire a indirectement conduit a une augmentation de pHu
(via la réduction des réserves énergétiques musculaires), sans que les genes ou voies
métaboliques associés ne soient encore élucidés. La sélection directe pour augmenter (ou
diminuer) le pHu s’aveére aussi efficace : en 6 générations de sélection, il a été augmenté de pres
de 0,3 unité dans la lignée pHu+, qui présentait plus de 60% de viande de type DFD (pHu > 6.1)
(Le Bihan-Duval et al., 2018). Au-dela du facteur génétique, les viandes DFD peuvent étre
causées par un stress chronique prolongé induit par différents facteurs environnementaux,
comme une longue période de transport, qui épuise le glycogene du muscle et entraine une
augmentation du pH. Les facteurs alimentaires favorisant la croissance musculaire, comme un
régime enrichi en lysine, peuvent également induire une augmentation du pHu de la viande
(Berri et al., 2008 ; Guardia et al., 2014).

L’ensemble des défauts précédemment décrits sont directement liés aux variations de pH de la
viande et n’entrainent pas d’altérations majeures de la structure ou de la composition chimique
du muscle (Alnahhas et al., 2015). Ce n’est pas le cas des défauts qui vont étre décrits dans

cette partie et qui s’apparentent clairement & des myopathies.
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1.3.2.1 Deep pectoral myopathy (DPM)

Le défaut DPM (deep pectoral myopathy), aussi connu sous le nom de “green muscle disease”
ou encore “Oregon disease”, a été décrit pour la premiére fois en 1968 chez la dinde comme
une « myopathie dégénérative » (Dickinson et al., 1968). Il est apparu chez les volailles (poulet
et dinde) a croissance rapide depuis environ une trentaine d’années (Siller, 1985). D’abord
décrit sur des viandes d’animaux adultes, le défaut DPM est devenu de plus en plus fréquent
chez les poulets avec une vitesse de croissance rapide et un fort développement musculaire,

ainsi que chez les individus males (Siller, 1985 ; Lien et al., 2011).

Le défaut DPM se traduit par une nécrose ischémique qui se développe dans le muscle
Pectoralis minor (P. minor ou aiguillette), donnant une couleur verte au muscle (Figure 7).
L’étiologie de ce défaut n’est pas entiérement connue. Toutefois, le développement accru des
muscles pectoraux chez les animaux lourds qui entraine la compression du muscle P. minor par
le muscle P. Major contre 1’0os du bréchet, a été mis en cause. En effet, ’Taugmentation de la
pression sur le muscle entraine 1’occlusion des vaisseaux sanguins, causant 1’apparition de
Iésions nécrotiques irréversibles au sein du muscle. La transformation de la couleur rouge en
couleur verte est due au catabolisme de I’hémoglobine en biliverdine (Kijowski et al., 2014).
De plus, toutes les perturbations des conditions d’élevage provoquant une activité musculaire
intense (accés éloignés a I’eau et a ’aliment, programme lumineux, activité humaine, bruits
excessifs, comportements de fuite, battements d’ailes, etc.) vont favoriser le developpement du
défaut (Petracci and Cavani, 2012 ; Kijowski et al., 2014). La prévalence du défaut DPM est
différente selon les souches, indiquant que la génétique et probablement la conformation des

animaux peuvent jouer un role dans le déterminisme de ce défaut (Petracci and Cavani, 2012).

Figure 7 : Deep pectoral myopathy (DPM) (Kijowski and Konstanczak, 2009)




Ce type de lésion est généralement découvert lors de la découpe et peut affecter une, voire les
deux aiguillettes. Bien que sans impact sur la santé humaine, le défaut DPM affecte fortement
I’apparence du produit. Les filets atteints sont retirés de la carcasse, qui elle reste consommable.
Toutefois, le parage peut entrainer des dommages sur les autres parties de la carcasse (filets
notamment), ainsi que des pertes économiques pour 1’industrie, puisque le défaut affecte les

parties de la carcasse les mieux valorisées (Kijowski et al., 2014).

Dans les abattoirs industriels italiens, la fréquence du défaut DPM a été estimée a 0,84% chez
les poulets pesant plus de 3kg (Bianchi et al., 2006), entre 0,02 et 1,90% dans les abattoirs
polonais (Kijowski et al., 2014) ou encore entre 3 et 17% au cours d’études expérimentales sur
différentes souches aux USA (Lien et al., 2011). En France, une enquéte réalisée en 2017 dans

plusieurs abattoirs industriels a montré une incidence des défauts DPM de 0,33%.

1.3.2.2 White striping (WS), Wooden Breast (WB) et Spaghetti Muscle (SM)

Depuis une dizaine d’années, plusieurs défauts de qualité sont apparus, affectant 1’intégrité et
la composition des muscles, essentiellement au niveau du filet. Ces défauts modifient fortement
I’aspect visuel des muscles pectoraux. La littérature est unanime pour dire que les lésions
associées a ces défauts s’apparentent a des myopathies, sans que I’on ne connaisse encore leur
origine génetique ou biologique. Les trois principaux défauts identifiés sont le white striping,
le wooden breast et le muscle spaghetti (SM). De maniere intéressante, il apparait que méme si
les défauts WS et WB sont le plus souvent decrits chez les poulets a croissance rapide, ils ont
¢galement été observés chez des poulets a croissance plus lente, et chez d’autres espéces de

volailles comme la caille et la dinde (Tasoniero et al., 2016b ; Soglia et al., 2018).

Les premieres études concernant le défaut WS chez le poulet ont été publiées en 2009
(Bauermeister et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2009). Ce défaut est caractérisé par la présence
visible en surface de striations blanches, de taille variable, et paralléles a la direction des fibres
musculaires (Bauermeister et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2012c)
(Figure 8).
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Figure 8 : Filets atteints de white striping sévére (UMR Biologie des Oiseaux et Aviculture)

Ces striations se retrouvent principalement sur le filet (muscle P. major), mais elles peuvent
parfois apparaitre sur les cuisses (muscle Sartorius), les aiguillettes (muscle P. minor) et les
pilons (muscle Gastrocnemius). Elles sont beaucoup plus distinctes sur le filet, au niveau de la
partie craniale de la face ventrale, proche du point d’attachement des ailes. Cependant, dans les
cas les plus sévéres de WS, elles peuvent étre visibles tout le long du filet. Le sillon central
situé sur la face externe du filet peut étre également envahi par un large dép6t de graisse. Un
classement des filets en 3 catégories a été mis en place selon leur degré de sévérité (normal,

modéré, séveére), en se basant sur I’aspect visuel du filet (Kuttappan et al., 2012c) (Figure 9).

L'identification du défaut WS ne peut étre réalisée que post-mortem, lors de la découpe, et
I'établissement du degré de gravité se fait par examen visuel des filets. Ces derniers sont
considérés comme normaux en absence de stries blanches, moderément atteints s’il y a présence
de stries blanches, facilement reconnaissables, avec une épaisseur inférieure a 1 millimetre, et
séverement atteints si les striations sont tres visibles et qu’elles sont supérieures a 1 millimétre

d’épaisseur.




Figure 9 : Classement des filets atteints de white striping (normal (A), modéré (B), sévere (C))
(Kuttappan et al., 2013c)

Le défaut WB, quant a lui, a été observé plus tardivement. En effet, la premiére étude portant
sur le défaut WB est parue en 2013 (Sihvo et al., 2013). Les filets présentant du WB sont
caractérisés par une texture relativement dure sur des zones plus ou moins étendues (Figure
10). lls apparaissent également plus bombés et plus pales que les filets normaux (Sihvo et al.,
2013). Tres souvent, les filets sont recouverts d’un liquide clair et visqueux et présentent des
hémorragies mineures (pétéchies), et le tissu conjonctif externe fait des ondulations. Méme si
les filets peuvent présenter le défaut WB seul, il est souvent accompagné du défaut WS (Figure
10 C) (Soglia et al., 2016b ; Kuttappan et al., 2017Db).

Figure 10 : Filet normal (A), filet atteint de wooden breast sévére (B), filet atteint de white striping et
de wooden breast (C) (UMR Biologie des Oiseaux et Aviculture)




Tout comme le défaut WS, la classification des filets selon le degré de sévérité du défaut WB
se fait principalement par observation visuelle et palpation du muscle. Selon les études,
plusieurs classifications sont proposées, en trois ou quatre points (Sihvo et al., 2016 ; Papah et
al., 2017). L’ITAVI a créé un référentiel visuel d’identification des défauts de carcasse, pour
former les acteurs en abattoirs et maitriser la qualité (ITAVI, 2017). Selon ce référentiel, les
filets sont considérés comme normaux si les muscles sont tendres, souples au toucher, avec une
coloration uniforme ; modérément atteints si les muscles sont plus volumineux, plus pales,
bombés et durs au toucher ; et sévérement atteints si les muscles sont plus volumineux, bombés,
extrémement durs au toucher, avec apparition d’ondulations et de pétéchies dans les cas

extrémes.

De maniere générale, les défauts WS et WB sont majoritairement détectés chez des animaux
ayant atteint 1’age et le poids d’abattage. Cependant, il a été démontré que des lésions modérées
de type WS et WB apparaissaient respectivement des I’age de 25 et 18 jours, traduisant une

mise en place précoce des défauts WS et WB (Dalle Zotte et al., 2015 ; Sihvo et al., 2016).

Plus réecemment, des situations extrémes ou la cohésion entre les fibres musculaires est détruite
ont été observées (Figure 11). Les muscles atteints par ce défaut ont une structure si lache que
les faisceaux des fibres musculaires peuvent étre retirés avec les doigts, conduisant a la
dénomination de muscles « spaghetti » (Sirri et al., 2016 ; Maiorano, 2017 ; Baldi et al., 2018).

Figure 11 : Muscles spaghetti (ITAVI)




Dans ces filets, la protéolyse post-mortem est trés importante. Le tissu conjonctif situé autour
des fibres musculaire (endomysium) et autour des faisceaux de fibres musculaires (périmysium)
diminue progressivement, entrainant la formation de grands espaces intracellulaires ainsi que
le désagrégement des faisceaux des fibres musculaires (Baldi et al., 2018 ; Huang and Ahn,
2018). Souvent associé avec le défaut WS, le défaut SM partage les mémes changements
histopathologiques que les défauts WS et WB (Huang and Ahn, 2018).

Bien que I’information sur I’incidence de ces trois myopathies soit limitée et parfois
contradictoire, on suppose que les filets de poulet présentant ces défauts apparaissent dans tous
les pays ou des souches a croissance rapide sont utilisées. Plusieurs études conduites par
différents groupes de recherches en Europe, au Brésil et aux Etats-Unis mettent en évidence

une augmentation trés rapide de la fréquence de ces défauts en abattoir (Tableaux 2 et 3).

En effet, le WS concerne 50% des filets de poulet en Italie, en France, en Espagne et au Brésil,
ceux présentant un degré de gravité éleve représentant environ 20% a 30% du total des muscles
touchés. De plus, I’évaluation des filets de poulets 4gés de 9 semaines aux Etats-Unis a révélé
que plus de 98% présentaient des signes de WS (plus de 55% classés comme modéres et
séveres) (Kuttappan et al., 2017b). D’une maniére générale, le pourcentage d’individus atteints
par le défaut WS au sein d’une population a fortement augmenté, passant de 28% en moyenne
en 2013-2014 (Kuttappan et al., 2013a ; Petracci et al., 2013 ; Ferreira et al., 2014 ; Lorenzi et
al., 2014) a 76% en 2015-2016 (Bailey et al., 2015 ; Dalle Zotte et al., 2015 ; Russo et al., 2015
; Alnahhas et al., 2016 ; Tijare et al., 2016). De pair, la fréquence de filets atteints de WS sévére
a augmenté de 4% en moyenne en 2013-2014 a 33% en 2015-2016.
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Tableau 2 : Incidence du défaut WS

Références

Incidence (%)

Poids des
animaux

(kg)

Age des
animaux
(jours)

GMQ*
(9/1)

Rendement
filet (%)

Sexe des
animaux

(Kuttappan et al., 2013a)

TOT :
MOD :

SEV:

55,8
47,5
8,3

2,50

59-63

39-41*

Male et
femelle

(Petracci et al., 2013)

TOT :
MOD :
SEV:

12,0
8,90
3,10

2,75

45-54

51-61*

(Ferreira et al., 2014)

TOT :
MOD :
SEV :

9,84
7,38
2,46

3,20

42

76*

Male

(Lorenzi et al., 2014)

TOT :
MOD :
SEV :

33,9
31,1
2,80

2,70

48

56,4

Male

(Bailey et al., 2015)

TOT :

49,6

2,33

42

53*

29,4

(Dalle Zotte et al., 2015)

TOT :
MOD :
SEV :

98,4
36,8
61,6

3,50

51

67,6

22,5

Male

(Russo et al., 2015)

TOT :
MOD :
SEV

82,5
56,8

: 25,7

3,60

55

65,9

Male

(Tijare et al., 2016)

TOT
MOD :
SEV:

1 96,1

63,8
32,3

3,97

61

65*

Male

(Alnahhas et al., 2016)

TOT :
MOD :
SEV:

50,7
36,7
14,0

2,80

42

67*

20,9

Male et
femelle

!Les GMQ estimés sont indiqués par un astérisque.

Les données concernant I’incidence du WB dans les abattoirs sont plus limitées (Tableau 3).

En Italie, une enquéte réalisée entre 2017 et 2018 sur 16 000 filets a classé 42% des échantillons

comme étant modérément atteints par le WB et 18% comme étant séverement touchés (Petracci

et al., 2019). L’évaluation des filets de poulets 4gés de 9 semaines aux Etats-Unis a révélé

gu'environ 85% des échantillons présentaient le défaut WB (dont plus de 42% avec des degrés

séveres ou tres séveres) (Kuttappan et al., 2017b).

Il convient de souligner que les critéeres de classification des défauts peuvent varier

considérablement selon les enquétes (Petracci et al., 2015 ; Kuttappan et al., 2016). Les

fréquences reportées dans cette partie sont donc indicatives. Par ailleurs, elles reflétent la

diversité des génétiques et des pratiques d’élevage (souche, age, sexe, alimentation) utilisées

en production de poulet de chair. Toutefois, on peut remarquer que la fréquence des défauts WS
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et WB séveres est particulierement élevée pour la production de méles lourds (abattus a plus de
3,5 kg).

Tableau 3 : Incidence du défaut WB

Poids des | Age des 1
Références Incidence (%) | animaux | animaux G('\c.? R%?ecie(rg/ls)n t :r?ixriacﬁi
(kg) (jours) 9
(Bailey et al., 2015) TOT : 3,19 2,33 42 53* 29,4 -
TOT : 96,0
.. MILD : 48 A
(Tijare et al., 2016) MOD : 28 3,97 61 65* - Maéle
SEV: 20
TOT : 74,0
MILD : 40 A
(Papah et al., 2017) MOD : 25 2,70 42 61-70* - Maéle
SEV:9

Les GMQ estimés sont indiqués par un astérisque.

Peu de données sont actuellement disponibles concernant I’incidence des muscles spaghetti. En
France, une enquéte menée en 2017 dans les abattoirs industriels frangais a montré que 11%
des filets présentaient le défaut sur 123 lots de poulets standards, certifiés et lourds (Baéza et

al., 2018).

L’augmentation progressive de I’incidence de ces trois défauts a entrainé une intensification
des recherches autour de ces myopathies afin de déterminer leur origine génétique ou
biologique. En témoigne 1’augmentation croissante du nombre de publications scientifiques en

lien avec les défauts WS et WB depuis leur apparition (Figure 12).

Nombre d'articles publiés par an en lien avec les défauts
musculaires White Striping (WS), Wooden Breast (WB) et
Spaguetti Muscle (SM) chez le poulet
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Figure 12 : Nombre d'articles publiés par an en lien avec les défauts WS, WB et SM
chez le poulet (jusqu'au 16/04/2019)




A partir de 2016, le nombre de publications concernant le WB dépasse celui concernant le WS,
reflétant la chronologie d’apparition des défauts et le développement d’une problématique
industrielle particuliérement critique dans le cas du WB. En effet, comme nous le verrons par
la suite, dans les cas extrémes les filets atteints de WB ne peuvent étre ni vendus en frais, ni
utilisés pour la transformation en produits élaborés. Les Etats-Unis sont les premiers
producteurs mondiaux de volaille (22Mt), suivis de la Chine (16 Mt), de I’Union européenne
(15 Mt) et du Brésil (14 Mt) (ITAVI, 2018). Il n’est donc pas étonnant que les Etats-Unis,
I’Europe (essentiellement 1I’Ttalie, puis la France et la Finlande) et le Brésil soient les principaux

contributeurs des publications en lien avec les défauts WS et WB chez le poulet (Figure 13).
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Figure 13 : Principaux pays contributeurs aux publications en lien avec les défauts WS et WB




Les Etats-Unis ont été les premiers & publier sur le défaut WS avec les études de Bauermeister
et al. (2009) et Kuttappan et al. (2009), rapidement suivis par I’Italic avec plusieurs articles de
Petracci et al. (2012, 2013, 2014, 2015) et Mudalal et al. (2014, 2015). Quant au défaut WB,
c’est la Finlande avec 1’étude de Sihvo et al. (2013) qui I’a décrit pour la premicre fois dans la
littérature. Les premiéres publications sur les défauts se focalisaient essentiellement sur la
description des Iésions macroscopiques et microscopiques et I’impact de ces myopathies sur les
paramétres de qualité de la viande. Progressivement, les articles se sont concentrés sur
I’identification des facteurs de variation et des mécanismes moléculaires mis en jeu ainsi que
sur la recherche et la mise en ceuvre de différentes stratégies (génétique, alimentaire, conditions
d’¢élevage) afin de prévenir ou limiter la fréquence et la sévérit¢ des défauts. Enfin, plus
récemment, plusieurs études ont proposé des methodes de détection et de tri des filets atteints
par les défauts directement au niveau de la chaine de production. La suite de la synthése

bibliographique traite de ces différents sujets d’étude.
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I1. Description des défauts « white striping » et « wooden
breast »

Le projet de thése s’est focalisé sur les deux principaux défauts musculaires présents dans les
abattoirs francais, le WS et le WB. Cette partie vise a faire une description exhaustive de ces
défauts, des lésions histologiques observées aux caracteéristiques sensorielles et technologiques

altérées.

I1.1 Caractéristiques histologiques

Les défauts WS et WB ont largement été décrits dans la littérature. Le défaut WB étant
régulierement accompagné du défaut WS, il n’est pas surprenant de retrouver des
caractéristiques histologiques communes entre les deux défauts (Sihvo et al., 2013). Les
observations histologiques des muscles atteints de WS et/ou de WB montrent des fibres en
dégénérescence (nécrose), atrophiées, et de tailles variables (Kuttappan et al., 2009 ; Kuttappan
etal., 2013c; Sihvo et al., 2013 ; Mazzoni et al., 2015), ainsi que plusieurs autres changements

fréquemment associés a des myopathies (Figure 14).
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Figure 14 : Coupe histologique de muscle atteint de WS, adapté de (Ferreira et al., 2014)

Ces phénomenes sont accompagnés d’une lyse des fibres, d’une légere minéralisation, de signes
de régénération (noyaux centraux) ainsi que d’une infiltration de cellules mononuclées
(lymphocytes, macrophages) et une inflammation interstitielle (Kuttappan et al., 2009 ;
Kuttappan et al., 2013c ; Sihvo et al., 2013 ; Ferreira et al., 2014 ; Petracci et al., 2015 ; Russo
et al., 2015). Des phénomenes de fibrose (accumulation de tissus conjonctifs fibreux due a




I’endommagement du muscle, et remplacement des fibres musculaires avec des protéines de la
matrice extracellulaire (MEC) comme le collagéne), et d’adipose (accumulation de tissus
adipeux) sont observables dans les espaces intercellulaires. Les modifications histologiques
observees dans les filets atteints de WS ou de WB sont clairement des signes d’une myopathie

dégénérative.

Plus la sévérité des défauts augmente, plus on augmente la sévérité des lésions (nécrose
notamment), et plus les phénoménes de fibrose et d’adipose sont importants. Ces inclusions de
lipides et de collagéne seraient la conséquence de nécrose de fibres musculaires. En effet, la
dégénérescence des fibres dans des muscles endommagés libererait de 1’espace, favorisant
I’expansion de collagéne et I’accumulation de gras (Kuttappan et al., 2012a). L’accumulation
importante de tissu adipeux et dans une moindre mesure de collagene dans les muscles atteints
de WS se traduirait par I’apparition de striations blanches a la surface du muscle (Petracci et
al., 2013). Dans les cas de WB seveére, les muscles présentent une extension tres développée
des tissus conjonctifs endomysium et périmysium (Sihvo et al., 2013). Plusieurs études ont
émis I'hypothése que le collagene pourrait jouer un role majeur dans la définition de la fermeté
accrue associée au developpement du WB (Soglia et al., 2017 ; Velleman et al., 2017).
Toutefois, il convient de souligner que d’apres Sihvo et al. (2016), la fibrose ne serait pas la
seule explication pour la fermeté des muscles WB. En effet, il semblerait que la fibrose soit une
conséquence secondaire de la myodégénérescence chronique, puisque des muscles a
consistance tres dure et sans fibrose ont été observés dans les premieres phases de
développement du WB (Sihvo et al., 2016).

L’observation histologique des muscles est un bon complément de la notation macroscopique
des défauts pour juger de I’état 1ésionnel d’un muscle. En effet, plusieurs études ont montré que
des filets notés visuellement O (i.e., normaux) présentaient des zones de nécrose, des fibres
hypercontractées et des infiltrations de tissu adipeux et de cellules inflammatoires (Kuttappan
etal., 2013c ; Russo et al., 2015 ; Trocino et al., 2015 ; Sihvo et al., 2016 ; Papah et al., 2017).
Trocino et al. (2015) ont également démontré que 97% des filets soumis a une analyse
histologique présentaient des fibres endommageées, obtenant une corrélation de seulement 0,30

entre les évaluations visuelles et histologiques des défauts.

Les défauts WS et WB seraient histologiquement détectables autour de 14-15 jours (Radaelli et
al., 2016 ; Sihvo et al., 2016), précédant les changements macroscopiques. Dans les premieres
phases de développement du WB, les lésions sont tres localisées, puis s’étendent peu a peu pour

former des 1ésions diffuses et séveres plus on approche de ’age a I’abattage (Sihvo et al., 2016).
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11.2 Caractéristiques hématologiques et sérologiques

Concernant les parametres hématologiques (nombre de leucocytes, globules rouges,
lymphocytes, hémoglobine, et hématocrite), aucune différence n’a été observée entre les
muscles normaux ou atteints de WS, méme au niveau du dénombrement des leucocytes. Ceci
signifie qu’aucune condition inflammatoire ou infection généralisée n’est associ¢e a du WS

sévere (Kuttappan et al., 2013b).

D’un point de vue sérologique, toutefois, quatre enzymes ont des concentrations élevées dans
le sérum des animaux avec du WS sévere : la créatine kinase, 1’alanine transaminase, 1’aspartate
aminotransférase et la lactate déshydrogénase, qui sont des marqueurs de nécrose tissulaire
(Kuttappan et al., 2013b). Ces niveaux eleves indiquent que l'intégrité du sarcolemme (i.e., la
membrane plasmique des fibres musculaires) est perturbée et attestent de I’endommagement
des tissus musculaires et de phénomenes dégénératifs similaires aux dystrophies musculaires
telles que la maladie de Duchenne chez I'homme (dans cette pathologie les activités de la

créatine kinase et de la lactate déshydrogénase sont augmentées).

De plus, les filets atteints de défauts WS et WB montrent une augmentation de certains
minéraux comme le calcium, le fer et le sodium, et une diminution du potassium et du
phosphore (Tasoniero et al., 2016a). Une dérégulation de 1’homéostasie des ions, et
principalement de Ca2?*, peut avoir un role significatif dans le développement de Iésions
cellulaires. En effet, les dommages résultants de I’accumulation du Ca?* intracellulaire sur les
cellules musculaires peuvent se produire de différentes manieres. On suppose que I'exces de
calcium peut entrainer une activation de protéases et de lipases intracellulaires qui viennent
altérer 1’intégrit¢ de la membrane des fibres musculaires en dégradant les protéines
sarcoplasmiques et myofibrillaires, entrainant une nécrose des fibres qui potentiellement
dépasse la capacité de régénération du muscle (Petracci et al., 2015). L’activation de lipases et
protéases permettrait également une augmentation de I'afflux de calcium, amorc¢ant ainsi un

"cercle vicieux" de lésions musculaires et de libération de calcium (Mutryn et al., 2015).

11.3 Caracteristiques technologiques

Les caractéristiques technologiques des muscles peuvent étre définies au travers des
performances de croissance (poids du filet, rendement en filet) ainsi qu’au travers des

parametres liés a la qualité de la viande (parameétres de couleur, pertes a la cuisson, tendreté,
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exsudat, pHu). Le Tableau 4 récapitule 1’ensemble des caractéristiques des filets de poulet
présentant le défaut WS et/ou WB.

Tableau 4 : Propriétés fonctionnelles des filets atteints de WS seul, de WB seul ou des deux défauts
par rapport aux filets normaux N

Parametres WS | WB | WS/WB Références
Poids vif >N - - (Kuttappan et al., 2013b ; Alnahhas et al., 2016)
(Bauermeister et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2012a ;
Kuttappan et al., 2013b ; Dalle Zotte et al., 2014 ;
. . Mudalal et al., 2014 ; Mudalal et al., 2015 ; Bowker and
Poids du filet >N >N >N Zhuang, 2016 ; Chatterjee et al., 2016 ; Sanchez Brambila
et al., 2016 ; Zambonelli et al., 2016 ; Kuttappan et al.,
2017b ; Baldi et al., 2018 ; Dalgaard et al., 2018)
. (Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013b ;
Rendement en filet >N | >N | >N Alnahhas et al.. 2016 : Kuttappan et al., 2017b)
L * >N >N =N (Bauermeister et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2013a ;
- Petracci et al., 2013 ; Mudalal et al., 2015 ; Trocino et al.,
2015 ; Bowker and Zhuang, 2016 ; Chatterjee et al., 2016
a* >N >N >N ; Sanchez Brambila et al., 2016 ; Tasoniero et al., 2016a ;
Zambonelli et al., 2016 ; Dalle Zotte et al., 2017 ;
Kuttappan et al., 2017b ; Wold et al., 2017 ; Cai et al.,
b* >N | >N >N 2018 ; Zhuang and Bowker, 2018 ; Baldi et al., 2019)
(Kuttappan et al., 2013c ; Petracci et al., 2013 ; Mudalal
Résistance force de etal., 2015 ; Trocino et al., 2015 ; Soglia et al., 2016b ;
compression/cisaillement, | >N | >N >N Tasoniero et al., 2016a ; Zambonelli et al., 2016 ; Dalle
filets crus ou marinés Zotte et al., 2017 ; Cai et al., 2018 ; Dalgaard et al., 2018
; Zhuang and Bowker, 2018 ; Baldi et al., 2019)
(Petracci et al., 2013 ; Dalle Zotte et al., 2014 ; Mudalal
Pertes a la cuisson, filets SN | >N >N etal., 2015 ; Trocino et al., 2015 ; Tasoniero et al., 2016a
crus ou marinés ; Tijare et al., 2016 ; Zambonelli et al., 2016 ; Dalle Zotte
etal., 2017 ; Dalgaard et al., 2018 ; Malila et al., 2018)
; (Petracci et al., 2013 ; Mudalal et al., 2015 ; Kuttappan et
Exsudat, f||_et§ crus ou >N >N >N al., 2017b ; Cai et al., 2018 ; Dalgaard et al., 2018 ;
mElinEs Malila et al., 2018)
Rendemgnt <N <N <N (Petracci et al., 2013 ; Mudalal et al., 2015)
technologique
Assimila?ion d’une <N <N <N (Petracci et al., 2013 ; Mudalal et al., 2015 ; Tijare et al.,
marinade 2016)
(Kuttappan et al., 2013c ; Petracci et al., 2013 ; Mudalal
etal., 2015 ; Trocino et al., 2015 ; Alnahhas et al., 2016 ;
Bowker and Zhuang, 2016 ; Chatterjee et al., 2016 ;
Sanchez Brambila et al., 2016 ; Soglia et al., 2016b ;
pHu >N >N >N Tasoniero et al., 2016a ; Zambonelli et al., 2016 ; Dalle

Zotte et al., 2017 ; Kuttappan et al., 2017b ; Wold et al.,
2017 ; Baldi et al., 2018 ; Cai et al., 2018 ; Dalgaard et
al., 2018 ; Malila et al., 2018 ; Zhuang and Bowker,
2018)

Les poids et rendements en filets sont variables selon les études puisqu’ils dépendent

notamment du fond génétique, du sexe des animaux et du poids et de I’age d’abattage.

Globalement, il apparait clairement que I’occurrence et la sévérité des défauts s’accroissent
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avec 1’augmentation du poids des animaux, ainsi que du poids et du rendement des filets
(Tableau 4).

La couleur de la viande est déterminée par plusieurs facteurs (&ge, sexe, technique de
transformation, cuisson, état de contraction du muscle, etc.) dont la quantité de myoglobine, qui
est une protéine sarcoplasmique servant de transporteur d’oxygene dans le muscle (Fletcher et
al., 2000). Plus ’animal est agé, plus la concentration en myoglobine augmente et la chair
devient rouge. Les fibres musculaires blanches qui composent les filets (fibres type II,
glycolytiques, a contraction rapide) ont une faible teneur en myoglobine par rapport aux fibres
musculaires rouges qui composent les cuisses ou les pilons (fibres de type I, oxydatives, a
contraction lente) (Dransfield and Sosnicki, 1999). Les pigments xanthophylles, molécules de
couleur jaune, peuvent egalement affecter les indices de jaune et de rouge du filet (Jlali et al.,
2012). La couleur peut étre mesurée objectivement et de fagon reproductible par colorimétrie
avec des spectrophotométres. Elle est définie au travers de trois composantes : la clarté ou
luminance (L*), I’indice de rouge (a*) et I’indice de jaune (b*). Ces trois composantes sont
considérablement modifiées avec la présence des défauts WS et WB (Tableau 4). Les
premieres €tudes concernant I’impact des défauts sur les paramétres de qualité de la viande ne
montrent pas de différence significative pour la composante L* entre les filets normaux ou
atteint de WS et WB (Bauermeister et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2013a ; Petracci et al., 2013).
Toutefois, les derniéres études indiquent clairement une augmentation de L* avec la présence
et la sévérité des défauts, notamment pour le WB qui confére a la viande une paleur
caractéristique (Mudalal et al., 2015 ; Dalle Zotte et al., 2017 ; Baldi et al., 2019). En ce qui
concerne l'indice de rouge, les filets présentant les défauts WS et WB ont tendance
majoritairement a avoir un a* plus élevé que les filets normaux, le changement étant déja
détectable a un degré modeéré de lésions. L'hypothése a été émise que la couleur plus rouge dans
les filets léses découlerait d'une surexpression de la myoglobine qui pourrait étre concomitante
au phénomeéne de commutation de type de fibres, a savoir la conversion de fibres de type Il en
fibres de type | en réponse au phénomene de nécrose des fibres (Mutryn et al., 2015). Ce switch
peut se produire suite a des phénoménes de nécrose et de dégénérescence des fibres, lors des
mécanismes de réparation. La présence réguliére de pétéchies, hémorragie mineure induite par
la rupture d'un capillaire sanguin, a la surface des muscles atteints de WB peut également
participer a I’augmentation de I’indice de rouge. L’indice de jaune (b*), quant a lui, augmente
significativement avec la présence et la sévérité des défauts, donnant une couleur plus jaune

aux muscles atteints par du WS ou du WB. Les pigments xanthophylles se trouvant dans les
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graisses, on peut imputer cette modification de I’indice de jaune a un pourcentage plus éleve de
graisse intramusculaire, ce qui donne aux filets une apparence plus grasse ou marbrée
(Kuttappan et al., 2012c ; Kuttappan et al., 2013a).

Les méthodes de mesure physique de la texture de la viande font appel & des instruments qui
tentent de simuler les sensations de toucher ressenties par le consommateur pendant la
mastication, puis de les mesurer. Il s'agit de tests mécaniques qui mesurent la résistance ou
I'amplitude de la déformation du produit a différents types de forces qui lui sont appliquées.
Plusieurs mesures de forces mécaniques peuvent étre réalisées ; la plus répandue consiste a
mesurer la force nécessaire pour cisailler un échantillon de viande (généralement cuit) en faisant
passer une arréte tranchante a travers un morceau de viande, perpendiculairement aux fibres
musculaires. Méme si certains cas de WB chez des poulets a I'age de I'abattage ont été détectés
macroscopiquement sans montrer une augmentation des dépots de collagene (Sihvo et al.,
2013), la fibrose réparatrice est considéree jusqu'a présent comme la raison principale
expliquant la consistance dure caractérisant les filets atteints de WB. En effet, une accumulation
anormale de matrice extracellulaire et de ses composants (i.e., le collagene et les
proteoglycanes) se produit généralement dans les tissus léses, pouvant jouer un role dans la
rigidité musculaire. Le collagene est la macromolécule fibreuse prédominante déposée dans
I'épimysium et le périmysium, qui fournit au tissu musculaire une résistance mécanique a
I'étirement, tandis que les protéoglycanes sont essentiels au maintien d'une structure normale
des tissus ainsi que de leurs propriétés mécaniques. En ce qui concerne I'effet des myopathies
sur la force de cisaillement de la viande cuite, il n'existe pas de consensus parmi les différentes
études disponibles dans la littérature (Tableau 4). En effet, Mudalal et al. (2015) ont observe
que les filets cuits atteints de WS, de WB ou des deux défauts a la fois n’étaient pas plus durs
que les filets normaux, sauf si les filets étaient préalablement marinés. Dans ce cas-I1a, les filets
présentant les deux défauts avaient une consistance plus dure que les filets normaux ou ayant
un des deux défauts. En revanche, Petracci et al. (2013) ont rapporté des résultats différents.
Dans cette étude, les filets atteints de WS sévere témoignaient méme d'une consistance plus
molle que celle obtenue aprés la cuisson d'une viande normale ou modérément affectée, la
tendance étant toutefois inversée si les filets étaient préalablement marinés. Baldi et al. (2019)
ont montré gue la résistance a la force de cisaillement des filets affectés par le WS ou le WB
était plus ¢élevée sur filets crus, et a I’inverse plus faible sur filets cuits, par rapport aux filets
normaux. Globalement, les mesures de tendreté suggérent une augmentation de la résistance a

la force de cisaillement en présence des défauts WS et WB sur filets crus qui n’est pas conservée
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apres cuisson. Ceci peut s’expliquer par le fait que les molécules de collagéne sont composées
de liaisons croisées thermiquement labiles et qui se solubilisent & des températures comprises
entre 53 et 63° (Martens et al., 1982). Néanmoins, la dureté des filets atteints de WB diminue
au cours de la conservation & +4°C (Xiao and Owens, 2016b ; Sun et al., 2018). La congélation-
décongélation induit également une diminution de la dureté de ces filets (Xiao and Owens,
2016a).

Mise & part pour les mesures de tendreté, I’ensemble des études portant sur la qualité
technologique des filets convergent. Elles montrent que les filets atteints de WS et/ou WB
présentent un exsudat et des pertes a la cuisson supérieurs, une moins bonne assimilation de la
marinade, ainsi qu’une diminution du rendement technologique par rapport aux filets normaux
(Tableau 4). Ces observations indiquent une altération prononcée du PRE dans les filets
affectés, qui est défini comme la capacité de la viande a retenir I’eau quand une force y est
appliquée (i.e., découpe, pression, broyage) ou pendant la transformation de la viande (i.e.,

saumurage, cuisson) ou encore le stockage (Apple and Yancey, 2013).

La cinétique de baisse du pH post-mortem du muscle est également un déterminant majeur du
PRE. Un pHu bas (plus proche du point isoélectrique des proteines musculaires, environ 5,0)
conduit a la dénaturation des protéines et donc a un PRE médiocre, tandis que les muscles a
pHu élevé présentent de meilleures capacités de rétention d'eau (Hamm, 1960). Néanmoins, les
théories bien établies expliquant la relation entre le pHu et le PRE des viandes ne s’appliquent
pas aux filets affectés par les myopathies WS et WB chez le poulet. En effet, le pHu des filets
atteints de WS ou de WB est généralement supérieur de plusieurs décimales (0,2 a 0,4) a celui
des filets normaux, alors que leur PRE, lui, est bien inférieur. La dégénérescence sévére du tissu
musculaire, notamment la diminution des protéines myofibrillaires et sarcoplasmiques (Petracci
et al., 2014) observée dans ces myopathies, expliquerait le faible PRE de ces filets et I’absence
de lien avec le pH (Dalgaard et al., 2018). L'accumulation de matiere interstitielle telle que
I’eau, le collagéne et les protéoglycanes dans les muscles WS et WB peut également contribuer

a expliquer les pertes d’eau lors de la compression ou bien encore la cuisson.

Il convient de noter que, par rapport au WS, la présence de WB ou des deux défauts au sein du
méme filet accentue nettement la dégradation du PRE du muscle. Les observations sur la viande
crue indiquent clairement que le défaut WB entraine des effets indésirables plus graves sur les
parametres de qualité de la viande par rapport au WS. Sur la base de leurs observations

histopathologiques, Kuttappan et al. (2009) et Sihvo et al. (2013) ont émis I’hypothése que les
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défauts WS et WB pourraient avoir une seule et méme étiologie, et que dans cette hypothese,

le défaut WB pourrait correspondre a un stade avancé du développement de la myopathie.

I1.4 Composition chimique et valeur nutritionnelle

Les muscles du filet affectés par une ou deux myopathies (WS et WB) présentent des

différences de composition chimique et nutritionnelle par rapport aux filets normaux chez le

poulet (Tableau 5).

Tableau 5 : Caractéristiques chimiques et nutritionnelles des filets atteints de WS seul, de WB seul ou
des deux défauts par rapport aux filets normaux N

Parametres WS | WB | WS/WB Références
(Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013c ;
Mudalal et al., 2014 ; Petracci et al., 2014 ; Soglia et
Protéines totales <N | <N <N al., 2016a ; Soglia et al., 2016b ; Wold et al., 2017 ;
Cai et al., 2018 ; Malila et al., 2018 ; Baldi et al.,
2019 ; Wold et al., 2019)
Protelngs <N | <N <N (Mudalal et al., 2014 ; Petracci et al., 2014 ; Baldi et
sarcoplasmiques al., 2018)
Protéines (Mudalal et al., 2014 ; Petracci et al., 2014 ; Baldi et
myofibrillaires =N | =N =N al., 2018)
(Mudalal et al., 2014 ; Petracci et al., 2014 ; Soglia et
. al., 2016a ; Soglia et al., 2016b ; Baldi et al., 2018 ;
Cloll e 2N | 2N 2N Cai et al., 2018 ; Malila et al., 2018 ; Baldi et al.,
2019)
(Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013c ;
Libides SN SN SN Petracci et al., 2014 ; Soglia et al., 2016a ; Soglia et
P al., 2016b ; Wold et al., 2017 ; Baldi et al., 2018 ;
Cai et al., 2018 ; Baldi et al., 2019)
Gras intramusculaire >N i i (Mudalal et al., 2014 ; Petracci et al., 2014 ;
Alnahhas et al., 2016)
(Kuttappan et al., 2012a ; Mudalal et al., 2014 ;
e Petracci et al., 2014 ; Soglia et al., 2016a ; Soglia et
AldieliE 2N >N >N g 2016b ; Wold et al., 2017 ; Baldi et al., 2018 ;
Cai et al., 2018)
. ] _ _ (Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013b ;
AG polyinsaturés <N | =N =N Soglia et al., 2016a)
. , _ _ (Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013b ;
AG monoinsaturés >N | =N =N Soglia et al., 2016a)
AG saturés <N | =N _N (Kuttappan et al., 2Q12a ; Kuttappan et al., 2013b ;
Soglia et al., 2016a)
TBA-RS =N | >N =N (Alnahhas et al., 2016 ; Soglia et al., 2016a)

Les filets atteints de WS présentent un taux de protéines plus faible que les filets normaux.

Mudalal et al. (2014) indiquent qu’il y a une diminution de la qualité¢ des protéines dans les

muscles atteints par rapport aux muscles normaux du fait de I’augmentation de la teneur en

collagéne et de la modification du profil des protéines sarcoplasmiques (protéines solubles,
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majoritairement des enzymes impliquées dans le métabolisme énergétique) et myofibrillaires
(protéines contractiles comme 1’actine et la myosine par exemple). En effet, ils constatent une
diminution de certaines protéines myofibrillaires (comme I’actine 42kDa, les chaines légéres
de myosine a contraction lente LC1 et a contraction rapide LC3) et de quasiment toutes les
protéines sarcoplasmiques (glycogene phosphorylase, pyruvate kinase, phosphoglucose
isomérase, énolase, aldolase, glycéraldéhyde phosphate déshydrogénase, lactate
déshydrogénase, et phosphoglycérate mutase). Une altération du systéme enzymatique peut étre
interprétée comme le signe d'une altération de la capacité du tissu musculaire a satisfaire sa
demande en énergie dans des conditions pathologiques (Sihvo et al., 2013 ; Mudalal et al.,
2014). De plus, la solubilité des protéines est également diminuée. Or, la solubilité des protéines
myofibrillaires et sarcoplasmiques est fortement corrélée avec le pouvoir de rétention d’eau de
la viande. Elle a donc un role majeur dans les propriétés technologiques de la viande car une

faible solubilité des protéines entraine une altération de leurs propriétés fonctionnelles.

Les filets atteints de WS présentent également des teneurs en lipides et en gras intramusculaire
supérieures aux filets normaux. En revanche, Alnahhas et al. (2016) et Soglia et al. (2016a)
n’ont pas montré d'effet du WS sur I’indice TBA-RS (indice de peroxydation lipidique), que le
filet soit modérément ou séverement affecté. Ceci suggere que, bien que la teneur en lipides
soit généralement plus élevée dans les filets atteints de WS, ils ne seraient pas plus susceptibles
a I’oxydation que les filets normaux. De plus, dans la majorité des cas, des niveaux plus élevés
d'acides gras monoinsaturés et des taux plus bas d'acides gras saturés et polyinsaturés ont été
observés chez les filets de poulet présentant du WS sévere par rapport aux filets sains. Une
quantité ¢levé d’acides gras monoinsaturés dans le muscle pourrait étre le marqueur d’une

lipogenese et donc d’un engraissement accrus au niveau musculaire.

Des résultats similaires ont été observés dans les filets atteints de WB (avec ou sans WS).
L’ensemble des études ont rapporté des résultats convergents, notamment une réduction
significative des teneurs en protéines et une augmentation des taux d'humidité et de lipides dans
les muscles WB par rapport aux muscles sains. Cependant, Soglia et al. (2016b) ont souligné
que, contrairement aux filets WS, les filets WB et WS/WB ne présentaient aucune différence

en acides gras saturés, monoinsaturés, et polyinsaturés par rapport aux muscles normaux.

Les modifications de la composition chimique des viandes WS, WB et WS/WB sont cohérentes
avec les observations histopathologiques de ces muscles (i.e., dégénérescence et lyse des fibres
musculaires, légére minéralisation, régénération occasionnelle, infiltration de cellules

mononuclées, adipose, inflammation et fibrose interstitielle). Ces modifications sont cohérentes
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avec la diminution de la teneur en protéines totales qui est un effet indirect de la dégénérescence
des fibres musculaires et de I’accumulation accrue de lipides intramusculaires et de tissu
fibreux. L augmentation de lipides, de gras intramusculaire et de collagene dans les muscles
atteints de WS et WB est due aux phénomenes de réparation du muscle : I’adipose et la fibrose.
De maniére intéressante, Soglia et al. (2018) ont noté que le défaut WS n’affecte que légérement
la composition de la viande de dinde (lipides et cendres) par rapport a celle de poulet. On peut
alors supposer qu’il existe une réponse physiologique spécifique de I’espece Vvis-a-vis des

profonds changements induits par la sélection génétique sur le développement musculaire.

Dans cette partie, nous avons répertorié un nombre important de modifications structurales,
fonctionnelles et biochimiques des muscles présentant les défauts WS et WB qui, nous le
verrons dans la partie suivante, ne sont pas sans conséquences pour la filiere et les

consommateurs.
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I11. Impact des défauts WS et WB pour la filiere et les
consommateurs

Au cours des 20 derniéres années, la pression génétique visant a améliorer le taux de croissance
et le rendement en filet des poulets a entrainé une incidence plus élevée des anomalies
musculaires avec une recrudescence des défauts, tels que le WS et le WB. En abattoir frangais,
bien que les pratiques different d'un abattoir a l'autre, seuls les filets les plus gravement touchés
sont globalement déclassés. Derniérement, certaines directions départementales de la protection
des populations (DDPP) ont commence a faire des retraits sanitaires sur les filets atteints de WS
et de WB, mais la pratique est loin d'étre généralisée. L’ impact de ces défauts sur la rentabilité
économique de la filiere reste donc faible, mais risque de progresser a moyen terme si la
fréquence et la sévérité des défauts ne cessent d’augmenter. De plus, les qualités nutritionnelle,
sensorielle et technologique de la viande étant dégradées, ces defauts impactent la satisfaction
du consommateur et potentiellement sa motivation a acheter de la viande de volaille. Enfin, il
ne faut pas négliger I’impact sur I’image de la filicre dans un contexte marqué par des attentes

sociétales fortes sur la santé et le bien-étre des animaux.

I11.1 Rejet par les consommateurs

Les consommateurs sont de plus en plus exigeants en termes de sécurité, de propriétés
sensorielles, de valeur nutritionnelle et de bien-étre des animaux (Magdelaine et al., 2008 ;
Lusk, 2018). L’impact négatif des défauts WS et WB sur I’apparence des filets frais
(décoloration, pétéchies, stries blanches anormales, renflements) peut étre une motivation
suffisante pour que le consommateur rejette les produits atteints par une myopathie. En effet,
la couleur de la viande et I’aspect général du produit, quelle que soit 1’espece animale
considérée, sont les principaux critéres ayant une influence sur la perception de qualité¢ d’un
produit par les consommateurs. En effet, ils se basent sur la couleur et I’apparence pour juger
de la fraicheur d’un produit dans une barquette filmée et sont, dans la majorité des cas, préts a
payer un prix plus élevé pour un produit ayant une couleur qu’ils jugent acceptable. Par
conséquent, toute condition affectant négativement l'apparence visuelle d'un produit peut
influer sur la décision d'achat de viande crue et conditionnée, entrainant potentiellement des

pertes économiques.

L’étude la plus complete sur I’attitude des consommateurs a I’égard des filets de poulet atteints

de myopathies a été réalisée par Kuttappan et al. (2012b). Plusieurs photos de filets atteints par
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différents degrés de séverité du défaut WS ont été présentées a des consommateurs américains.
Dans une évaluation hédonique de I’apparence globale des filets, sur une échelle de 9 points, le
score des consommateurs diminuait de maniére significative avec l'augmentation de la séveérité
de la myopathie (filets normaux : 6,9, filets avec WS moderé : 6,5 et filets avec WS séveére :
4,5). Dans I’ensemble, plus de la moiti¢ des consommateurs (56,7%) n’ont pas apprecie les
filets présentant du WS sévére et ne les achéteront pas ou probablement pas. L’ intention d’achat
moyenne a donc également diminué de maniere significative, passant de 3,6 pour un filet
normal a environ 2,5 pour un filet atteint de WS, sur une échelle de 5 points. Lorsqu'on leur a
demandé d'expliquer les raisons de leurs préférences, les consommateurs ont indiqué ne pas
apprécier I’aspect plus gras du filet et la présence de stries blanches, per¢ues comme anormales
dans un filet de poulet. Dalle Zotte et al. (2017) ont également fait une étude pour évaluer la
qualité percue par les consommateurs sur des produits présentant du WB. Selon cette étude, le
WB degrade la qualité du produit en ayant un impact direct sur I'apparence visuelle des filets
par l'apparition de renflements, de pétéchies et d'exsudat en surface. Ces deux études indiquent
que les défauts WS et WB ont un impact négatif sur ’apparence visuelle des filets, affectent la
décision d’achat, entrainent le rejet du produit par les consommateurs et peuvent donc
potentiellement entrainer des pertes économiques considérables pour la filiere. En effet, le
produit est difficilement vendable en frais. De plus, méme s’il y avait acte d’achat par les
consommateurs, Zhuang et Bowker (2018) ont montré qu’une fois le produit cuit, la partie
ventrale du filet atteint de WB présentait des zones décolorées, et était plus foncee, plus rouge,
et plus jaune, que des filets normaux. Or, les viandes de poulets cuisinées dont la couleur différe
de la couleur normale de la viande cuite entrainent le rejet des consommateurs (Fletcher, 1999).
Tasoniero et al. (2016) ont suggéré un traitement de pré-cuisson pour qu’une fois les filets cuits,
les défauts ne soient plus distinguables. Bien que cela ait été efficacement réalisé, une
évaluation hédonique ultérieure a révélé que les filets WS/WB recevaient des scores inférieurs
a ceux des filets normaux en raison de la sensation de godt en bouche. Or, la décision de rachat
se fait en fonction de la qualité du produit exprimée au niveau de la texture, du godt et de la
tendreté. Plusieurs analyses sensorielles ont montré que les filets atteints de WS ou de WB
étaient plus durs, plus difficiles & macher, plus fibreux et plus cohésifs que les filets normaux
(Sanchez Brambila et al., 2016 ; Tasoniero et al., 2016a ; Brambila et al., 2018 ; Maxwell et
al., 2018).

De plus, la prise de conscience des causes sous-jacentes de ces viandes altérées et

I'identification de ce produit en tant que « muscle malade » peuvent accentuer le rejet du
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consommateur et dégrader I'image de la filiere volaille. Ainsi, de plus en plus d’articles dédiés
aux défauts WS et WB sont relayés par la presse spécialisée et généraliste, notamment par les
médias de renommée internationale (CBSNews, 2016 ; TheWallStreetJournal, 2016 ;
Thelndependent, 2017 ; TheSun, 2017). « Pourquoi vous devriez arréter de manger des filets
de poulet avec des stries blanches » titrait The Independent en février 2017, ou encore « Voila
ce que sont vraiment les stries blanches sur votre poulet, et pourquoi vous devez faire attention
a elles », article publié dans The Sun en décembre 2017. La plupart de ces articles informent de
la survenue des défauts WS et WB, de leurs causes et de leurs conséquences. Méme si les
informations divulguées sont parfois biaisées et pas totalement fondées sur le plan scientifique,
il est un fait que les consommateurs des pays développés sont de plus en plus préoccupés par la
maniére dont les animaux sont élevés et la viande produite. Plusieurs études récentes ont montré
que le défaut WB avait un impact négatif sur I’activité, la santé et le bien-étre des animaux,
diminuant leur qualité de vie (Papah et al., 2017 ; Norring et al., 2018 ; Severyn et al., 2019).
Les animaux atteints de WB ont une plus grande difficulté de locomotion et sont moins actifs
(Norring et al., 2018). Certains animaux sont également incapables de se relever une fois en
position décubitus dorsal (Papah et al., 2017). De plus, des pathologies similaires sont
fréquemment associées a des épisodes douloureux chez 1’homme (Zebracki and Drotar, 2008),

et on ne peut pas exclure que les animaux ressentent des douleurs similaires.

I11.2 Altération des propriétés nutritionnelles et technologiques

Compte tenu du rejet par les consommateurs des filets atteints de WS et WB, les détaillants
peuvent difficilement vendre le produit en frais. Pour cette raison, 1’abatteur dégrade ou retire
de la chaine les filets affectés par les défauts WS et WB en fonction de la gravité des défauts,
ce qui peut se traduire par des pertes économiques. De maniére générale, les filets atteints de
WS sévere sont rétrogradés en minerai pour la transformation en produits élaborés (nuggets,
charcuterie, etc.) ou la composition chimique peut étre modifiée durant la formulation (Lorenzi
et al., 2014). Les filets avec du WS modéré sont vendus en frais et ceux avec du WB sévere
sont éliminés de la chaine et déclassés pour la production de « pet food ». En plus des pertes
économiques associées au retrait des produits, une part variable des filets acceptés pour la
consommation humaine doit également étre prise en compte pour évaluer I’impact économique
de ces myopathies sur la filiere. En effet, il faut prendre en compte dans ce calcul les pertes
économiques dues i) au rejet par le consommateur en raison des propriétés visuelles et

sensorielles indésirables, ii) a la condamnation ou au parage (filets entiers, carcasse), iii) au tri
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manuel sur la chaine de désossage (ajout et formation de personnel pour la classification et le
tri), iv) a I’ajout d’additifs ou de traitements spéciaux lors de la transformation, et v) a la

dégradation des propriétés fonctionnelles et nutritionnelles des filets.

La transformation des filets WS et WB en produits élaborés constitue une alternative pour
commercialiser les filets atteints en éliminant le probléme esthétique des défauts, et évite ainsi
un rejet potentiel par le consommateur. Toutefois, plusieurs études ont montré que les filets WS
et WB ont des propriétés technologiques inférieures, conséquence de 1’altération du PRE des
filets affectés, comme en témoigne l'augmentation des pertes a la cuisson et la moins bonne
assimilation de la marinade, ainsi qu’une texture médiocre (Cf. 11.3), affectant la qualité des
produits transformés. Des additifs sont alors ajoutés, ou des traitements spéciaux au niveau des
procédes de cuisson sont réalisés, augmentant le temps de travail, le colt a la transformation,
et donc entrainant la diminution des marges (Lesiow and Kijowski, 2003). De plus, I’industrie
de la transformation est aujourd’hui engagée dans une démarche de réduction des additifs,
notamment pour les gammes de produits de qualité supérieure, et est donc particulierement
pénalisée par cette dégradation de la matiéres premiére associés aux défauts structuraux. La
dégradation des propriétes fonctionnelles des filets atteints diminue en particulier le rendement
technologique, préjudiciable pour les transformateurs. En effet, la composition en protéines a
un impact crucial sur la transformation, la qualité sensorielle et nutritionnelle de la viande et
des produits carnés. Les protéines de la viande contiennent tous les acides aminés essentiels
pour le corps humain, et contribuent a la facilité de transformation, 1’apparence, la texture, et le
godt en bouche de la viande. Les processus biochimiques affectant la composition et l'intégrité
des protéines (comme c’est le cas dans les filets WS et WB) peuvent alors altérer les propriétés

technologiques des viandes.

En plus d’une diminution de la teneur en protéines, la teneur en lipides est également modifiée
dans les muscles WS et WB, modifiant de maniere significative leurs caractéristiques
nutritionnelles (Cf. 11.4). Les filets modérément ou séverement atteints ont de plus fortes teneurs
en lipides par rapport aux filets normaux. Les filets affectés présentent une augmentation du
ratio collagéne sur protéines totales, indiquant une diminution de la valeur nutritionnelle en
raison de la faible digestibilité du collagene et la carence en certains acides aminés essentiels
contenus dans les protéines des fibres musculaires (Mudalal et al., 2014 ; Petracci et al., 2014).
Or, I’atout du filet de poulet comparé a la viande de porc ou de beeuf repose largement sur son
profil nutritionnel sain (faible teneur en cholestérol et teneurs élevées en protéines et acides

gras polyinsaturés). En effet, la viande de poulet, et en particulier celle du filet, correspond a la
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demande des consommateurs en matiere de faible teneur en matiéres grasses, sodium et
cholestérol et d’apport d’acides gras insaturés (Cavani et al., 2009). La viande de volaille peut
également étre considérée comme un aliment fonctionnel, car elle fournit des substances
bioactives ayant des effets favorables sur la santé humaine, telles que les acides gras
polyinsaturés a longue chaine (oméga 3), ’acide linoléique conjugué, les peptides bioactifs, les

vitamines et les antioxydants (Cavani et al., 2009).

En conclusion, en altérant la rentabilité économique, la qualité des produits et I’image de la
production, les défauts WS et WB sont devenus un sujet majeur pour la durabilité de la
production de viande de poulet. Au seul niveau économique, Kuttappan et al. (2016) estimaient
entre 200 millions et 1 milliard de dollars par an le colt des myopathies WS et WB et ceux,
uniquement aux Etats-Unis. Une autre étude estimait, en se basant sur 260000 animaux abattus
par jour et 0,8% des filets exclus, a 70000 dollars les pertes par jour (Zanetti et al., 2018).
L’évolution de la littérature scientifique montre que la problématique du bien-étre animal en
lien avec 1’éthique de la production devrait encore accentuer I’'impact négatif de tels défauts sur

la consommation de viande de poulet, en particulier dans les pays occidentaux.
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V. Facteurs de variation

Compte tenu de ’augmentation rapide de la fréquence et de la sévérité des défauts dans les
abattoirs, un grand nombre d’études a été mené ces derni¢res années pour mieux comprendre
quels sont les principaux facteurs a 1’origine de leur apparition. Les études ont considéré des
facteurs liés aux caractéristiques intrinseques des animaux, mais aussi a leur alimentation ou
encore leur mode de production. Les objectifs de ces études étaient d’une part de mieux cerner
les facteurs prédisposant a ’apparition de ces défauts mais aussi de rechercher des stratégies
susceptibles de réduire leur fréquence et leur sévérité. Ce paragraphe propose de faire une

synthése de I’état actuel des connaissances dans ces domaines.

IV.1 Caractéristiques de croissance des animaux et facteurs
génétiques

Il est largement admis aujourd’hui que I'incidence des défauts musculaires WS et WB augmente
avec I’amélioration des performances des animaux (augmentation du taux de croissance, poids
et rendement en filet élevés a I’abattage) (Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013a ;
Kuttappan et al., 2013c ; Petracci et al., 2013 ; Sihvo et al., 2013 ; Lorenzi et al., 2014). Le r6le
de facteurs modifiant le poids et la composition corporelle des animaux a l'abattage (génotype,
taux de croissance plus ou moins rapide, age, et sexe) sur l'apparition et la sévérité des
myopathies a été évalué au travers de plusieurs études chez des poulets a croissance rapide
(Tableau 6). Les méales ayant de meilleures performances que les femelles, le sexe des animaux
est suppos¢ influer sur ’apparition des myopathies. C’est ce qui a été observé pour le WB, les
poulets de chair males présentant des incidences de WB plus élevées que les femelles (16,3 vs
8,0%, respectivement) (Trocino et al., 2015). Cependant, différents scénarios ont été décrits
pour le WS. En effet, Trocino et al. (2015) n'ont détecté aucune différence entre les
pourcentages totaux, modérés et séveres de WS entre les deux sexes. Les conclusions de
Lorenzi et al. (2014) étaient en partie différentes puisqu’au sein d’un méme génotype, les males
présentaient un plus grand pourcentage de WS modeéré que les femelles (31,1% vs 21,1%,
respectivement), alors que le pourcentage de muscles séverement atteints était similaire entre

les deux sexes (2,7%).

L’impact de la croissance sur I’incidence des défauts a également été confirmé par des
observations histologiques montrant que la progression de la myodégénérescence associée a

I'apparition des défauts musculaires est liée a I'age au moment de l'abattage (Radaelli et al.,
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2016 ; Sihvo et al., 2016 ; Papah et al., 2017 ; Griffin et al., 2018 ; Kawasaki et al., 2018) et au
rendement en filet (Radaelli et al., 2016 ; Papah et al., 2017). Dernierement, on a également
émis I'nypotheése que le défaut WS serait une phase précoce du défaut WB et qu'il y aurait donc
une progression du WS vers le WB avec I’augmentation de 1’age a I'abattage, qui influe a la
fois sur le poids et le rendement en filet (Griffin et al., 2018). Une limite physiologique aurait
¢été atteinte, comme cela a pu étre observé il y a une vingtaine d’années chez des dindes lourdes,
qui présentaient au niveau de leurs muscles des lésions dégénératives accompagneées de nécrose
(Sosnicki et al., 1989).

Tableau 6 : Facteurs d'élevage influencant I'apparition des defauts WS et WB dans les muscles du
filet (adapté de Petracci et al, 2019)

Effet sur I’apparition des

Facteurs défauts WS et WB Réferences
(Kuttappan et al., 2013a ; Petracci et al., 2013 ;
Souche A fort rendement Lorenzi et al., 2014 ; Bailey et al., 2015 ; Trocino
musculaire > Standard et al., 2015 ; Griffin et al., 2018 ; Livingston et
al., 2019a)
Sexe Male > Eemelle (Kuttappan et al., 2009 ; Kuttappan et al., 2013a ;

Lorenzi et al., 2014 ; Trocino et al., 2015)

(Bauermeister et al., 2009 ; Kuttappan et al.,
Age et poids des Elevé > Bas 2013a ; Kuttappan et al., 2013b ; Lorenzi et al.,
animaux a I’abattage 2014 ; Russo et al., 2015 ; Cruz et al., 2016 ;
Kuttappan et al., 2017b ; Papah et al., 2017)

(Kuttappan et al., 2012a ; Kuttappan et al., 2013c

Croissance Trés rapide > rapide ; Lorenzi et al., 2014 ; Kuttappan et al., 2017b)

Dans la littérature, il n'y a pas de consensus sur I’implication de la génétique dans l'apparition
des défauts WS et WB, si ce n’est au travers de son effet sur les variations de croissance et de
développement musculaire des animaux. De nombreuses études ont suggére que le génotype du
poulet pourrait favoriser l'apparition des myopathies (Kuttappan et al., 2013a ; Petracci et al.,
2013 ; Sihvo et al., 2013 ; Lorenzi et al., 2014 ; Trocino et al., 2015 ; Griffin et al., 2018 ;
Livingston et al., 2019a). En ce sens, les conclusions de Lorenzi et al. (2014) ont clairement
indiqué qu'une souche sélectionnée pour un fort rendement en filet présentait un pourcentage
plus élevé d’animaux avec du WS modéré et sévere que ceux appartenant a une souche standard.
Ils ont observé des résultats similaires lorsqu’ils comparaient des animaux avec un poids du
marché élevé (entre 3,0 et 4,2 kg) et standard (entre 2,2 et 3,0 kg). L hypertrophie des fibres
qui résulte a la fois de ’alourdissement des animaux et de I’augmentation des rendements en

filets expliquerait en partie I’apparition des défauts.
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Des preuves d’une base génétique des défauts WS et WB, ainsi que des corrélations avec le
taux de croissance et le rendement en filet ont également été demontrées. Bailey et al. (2015)
ont réalisé les premiéres estimations des paramétres génétiques de plusieurs myopathies (WS,
WB, DPM) dans deux lignees de poulet avec des rendements en filet modérés ou forts. Le
défaut WS était le plus fréquent dans les deux lignées de poulet. L'incidence des défauts WS et
WB était significativement plus élevée dans la lignée a rendement élevé (WS : 49,6%, WB :
3,19%) que dans la lignée a rendement modéré (WS : 14,5%, WB : 0.16%). Toutefois, les
corrélations génétiques estimées avec le poids vif (ryWS = 0,08 a 0,23, rgWB = - 0,03 4 0,16)
et le rendement en filet (r;WS = 0,03 & 0,25, ryWB = 0,002 a 0,14) étaient faibles a modérées
dans les deux lignées étudiées. Concernant les héritabilités, elles restent faibles pour le WB
(inférieures a 0,1 dans les deux lignées) mais sont modérees pour le WS (de 0,19 dans la lignée
a rendement moderé a 0,34 dans la lignée a fort rendement en filet). La faible héritabilité du
WB suggeére un r6le prédominant des facteurs environnementaux dans la sensibilité a cette
myopathie, tels que le temps d’incubation, 1’alimentation, et la ventilation qui peuvent
influencer les mécanismes de développement et de croissance du muscle (Bailey et al., 2015).
Si, comme le soulignent les auteurs, plus de 65% de la variabilité du WS serait due a d’autres
facteurs que la génétique, le niveau d’héritabilité de ce défaut est compatible avec la mise en
ceuvre d’une sélection, d’autant plus qu’il n’existe pas d’antagonisme génétique marqué avec
les caracteres de croissance dans les deux populations étudiées. La seconde étude génétique
menée sur le défaut WS (Alnahhas et al., 2016) souligne quant a elle un fort niveau d’héritabilité
du WS (h2 = 0,65), et une corrélation génétique largement positive avec le rendement en filet
(rg= 0,68) et la teneur en lipides intramusculaires (rg = 0,64), la corrélation génétique avec le
poids vif restant modérée (rq= 0,33). Sur la base de ces estimations, au sein de cette population,
la sélection pour une augmentation de la croissance musculaire aurait donc pour conséquence
une recrudescence du WS, en cohérence avec les nombreuses observations phénotypiques
rapportées dans la littérature. Les difféerences observées entre les deux études peuvent
s’expliquer par I'utilisation de méthodes d'estimation différentes (adaptées ou non a ’analyse
génétique de caracteres discrets) et des fonds génétiques étudiés. De plus, la notation visuelle

des défauts étant une mesure subjective, elle a pu également contribué a ces différences.

L’ensemble de ces observations confirme que les lignées modernes de poulet de chair,
sélectionnées pour un taux de croissance rapide et un rendement en filet élevé, ont une
prédisposition pour développer des myopathies du filet. Le fort déterminisme génétique du WS

mis en évidence dans 1’étude de Alnahhas et al. (2016) suggére que la sélection génétique
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apparait comme un des leviers possibles pour réduire I’incidence du défaut et limiter les

conséquences indésirables sur la qualité de la viande.

IV.2 Conditions d’incubation et d’élevage

Quelques études se sont focalisées sur I’effet de modifications des conditions d’élevage et

d’incubation sur I’incidence des défauts.

En 2016, une étude testant I’effet de la température d’¢levage sur la fréquence et la sévérité des
défauts WS et WB au niveau du muscle P. major a été réalisée (Zahoor et al., 2016). Elle visait
a comparer deux programmes de température : une température stable de 21°C entre 24 et 39
jours suivant les recommandations du sélectionneur et une température décroissante de 19 a
14°C sur cette méme période. L hypothese était qu’une température élevée et un contact
prolongé avec la litiére pourraient empécher la dissipation de 1’extra-chaleur produite par les
animaux et provoquer un stress thermique, favorisant I’apparition de défauts notamment au
niveau des muscles pectoraux. Cette ¢tude n’a pas mis en évidence d’effet bénéfique de la

diminution de la température d’élevage sur I’apparition des défauts musculaires.

Récemment, il a été montré que la durée de stockage des ceufs avant 1'incubation ainsi que la
température d'incubation et le poids des poussins a 1’éclosion peuvent avoir une incidence sur
les caractéristiqgues morphologiques des muscles et sur la survenue des défauts musculaires
(Clark et al., 2017 ; Livingston et al., 2019a). Livingston et al. (2019) ont etudié différentes
durées de stockage des ceufs avant incubation : une durée courte de 1 a 7 jours, et une duree
longue de 8 a 14 jours. A 42 jours, les poulets issus du lot d’ceufs stockés sur la plus longue
période ont un poids vif et un rendement en P. major inférieurs a ceux qui ont eu une durée de
stockage plus courte (3,07 vs 3,18 kg et 656 vs 706g pour le poids vif et le P. major,
respectivement). En revanche, aucun effet n’a été observé sur les défauts WS et WB. Clark et
al. (2017) ont testé une augmentation de la température d’incubation de 37,8°C a 39,5°C
pendant 0, 3 ou 12 h par jour sur la période 14 a 18 jours. Les poulets issus du lot exposé a 12
h d’augmentation de la température ont un poids vif inférieur a ceux des autres lots a 1’age de
63 jours (5,32 vs 5,48 et 5,49 kg pour les lots 0 et 3 h, respectivement) et une moindre sévérité
des défauts (19,4% de score 2 vs 28,8 et 22,9% pour les lots 0 et 3 h, respectivement). Ces
mémes auteurs ont classé, a ’éclosion, les poussins en 3 lots : précoces, moyens et tardifs. A
I’age de 63 jours, les poulets ayant éclos précocement ont un poids vif supérieur a celui des

autres lots (5,52 vs 5,40 et 5,37 kg pour les lots moyen et tardif, respectivement) et une sévérité
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accrue des myopathies (30% de score 2 vs 23,1 et 18,0% pour les lots moyen et tardif,
respectivement). L’augmentation de la température d’incubation a donc permis de réduire la
sévérité des défauts, mais certainement en lien avec la diminution des performances de

croissance des poulets.

IV.3 Conditions d’alimentation

Bien que la sélection génétique sur la croissance et les rendements en filet semble étre a
I’origine de I'apparition de ces myopathies, la plupart des études visant a limiter I'apparition et
la sévérité des défauts musculaires du filet ont été menées dans le domaine de la nutrition

animale.

Les principales stratégies consistaient a réduire l'apport alimentaire en énergie ou en acides
amines, soit par restriction alimentaire, soit par changement de formulation (Trocino et al., 2015
; Cruz et al., 2016 ; Radaelli et al., 2016 ; Bodle et al., 2018 ; Livingston et al., 2018 ; Meloche
etal., 2018a; Meloche et al., 2018c, d, b ; Livingston et al., 2019a ; Sachs et al., 2019 ; Zampiga
et al., 2019). Dans l'ensemble, si une réduction de la fréquence des défauts musculaires est
observeée, elle est presque exclusivement le résultat d'une diminution du taux de croissance, du
poids a l'abattage et/ou du rendement en filet (Livingston et al., 2018 ; Meloche et al., 2018a ;
Livingston et al., 2019a ; Sachs et al., 2019).

Un rationnement a 80% de I’alimentation a volonté entre 13 et 21 jours a permis de contrdler
et réduire la dégénérescence des fibres musculaires et 1’incidence des défauts WS et WB durant
la phase de rationnement, mais en affectant les performances de croissance tels que le poids
I’abattage et le rendement en filet (Trocino et al., 2015 ; Radaelli et al., 2016). De plus, les
animaux restreints ont montré une croissance compensatrice lors de la réalimentation, qui a
induit d’importants dommages au niveau des fibres musculaires (Radaelli et al., 2016).
L’augmentation de la teneur en lysine digestible dans les régimes croissance (distribués entre
12 et 28 jours) ou finition (28 a 42 jours) a un effet positif sur les performances de croissance
et les caractéristiques de la carcasse (poids vif, carcasse, poids et rendement en filet) mais
favorise également 1’apparition et la sévérité des défauts (Cruz et al., 2016). Tout comme
I’augmentation de la teneur en lysine, I’augmentation de la teneur en énergie du régime
augmente le poids vif et le poids du filet, mais également la sévérité du défaut WS (Kuttappan
et al., 2012a). Seule une restriction alimentaire minimale (95%) et une réduction a court terme

de la lysine digestible ont permis de réduire légérement la gravité des défauts WS et WB sans
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altérer de maniére considérable les performances de croissance, mais seulement sur la période
de rationnement (Meloche et al., 2018c, d). L'adoption de ces stratégies dans des conditions
commerciales est difficile car les poulets réalisent une croissance compensatoire apres une
restriction alimentaire précoce, ce qui peut méme augmenter l'incidence des défauts

musculaires (Trocino et al., 2015 ; Radaelli et al., 2016).

De maniere similaire, différentes approches de supplémentation alimentaire en anticoccidiens,
en antioxydants (vitamines E, C et sélénium) ou en oligo-éléments organiques n'ont pas entrainé
de véritables effets d'atténuation (Kuttappan et al., 2012b ; Sihvo et al., 2016 ; Sirri et al., 2016
; Bodle et al., 2018 ; Cemin et al., 2018). L’ajout d’un anticoccidien dans I’alimentation des
poulets a conduit a une augmentation de la sévérité du défaut WS aprés ’abattage a 51 jours,
par rapport a des animaux vaccinés ou non traités contre la coccidiose (Dalle Zotte et al., 2015).
La supplémentation de plusieurs niveaux de vitamine E (DL-alpha-tocopherol acetate),
antioxydant qui peut contribuer & améliorer la qualité de la viande par sa capacité a neutraliser
les radicaux libres et réduire la peroxydation des lipides dans le plasma et les muscles
squelettiques, n’a montré aucun effet significatif sur le poids et le rendement carcasse, ni sur
I’occurrence des défauts (Kuttappan et al., 2012b). Dans cette étude, Kuttappan et al. avaient
émis I’hypothése que le défaut WS pouvait étre assimilé a des dystrophies musculaires
nutritionnelles qui présentaient elles aussi des lésions microscopiques (i.e., dégénération,
nécrose, minéralisation, régénération, infiltration par cellules hétérophiles), et étaient
caractérisées par des stries blanches dans les muscles squelettiques, principalement sur le
muscle du filet mais parfois aussi sur les muscles des pattes (Guetchom et al., 2012). Les
dystrophies musculaires nutritionnelles entrainent des pertes de qualité de la viande et sont
souvent causées par des déficits en vitamine E et en sélénium dans 1’alimentation, surtout quand
le régime est pauvre en acide aminés soufrés ou riche en acide gras polyinsaturés (Guetchom et
al., 2012). L’absence d’effet significatif de la supplémentation en vitamine E sur I’incidence du
défaut WS suggere une étiologie différente de celle des dystrophies musculaires nutritionnelles.
La restriction en sélénium dans 1’alimentation n’a montré aucun effet sur la fréquence du défaut
WB (Sihvo et al., 2016). A I’inverse, I’augmentation de la teneur en sélénium dans le régime
alimentaire des poulets augmente la fréquence et la sévérité des défauts WS et WB par
I’amélioration des performances des animaux (carcasse et rendement filet) (Cemin et al., 2018).
Les stratégies consistant a doubler les doses de vitamines ou supplémenter en vitamine C le
régime n’ont montré aucun effet significatif sur le défaut WS (Bodle et al., 2018). En revanche,

la seconde stratégie permettait de diminuer légérement le score du défaut WB par rapport aux
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animaux non supplémentés (1,27 vs 1,83, respectivement), sans altérer les performances des
animaux (Bodle et al., 2018). L’ajout de différents niveaux de minéraux (zinc, mangangése,
cuivre) sous forme organique ou inorganique dans I’aliment n’a également pas montré d’effet
sur les défauts WS et WB (Sirri et al., 2016). Diminuer la teneur en phosphore disponible dans
I’aliment (0,45%, 0,40% et 0,35% dans l’aliment démarrage, croissance et finition,
respectivement) augmente en revanche le score du WB (3,69 vs 2,88) chez des poulets de 43
jours par rapport a une teneur fixée (0,45% dans les trois régimes) mais diminue le score du
WS a 35 jours si la teneur en potassium est elle-méme diminuée graduellement (Livingston et
al., 2019b).

D'autre part, une légere réduction des cas modérés de WB a I’age de 51 jours a été obtenue par
I’apport alimentaire en acide guanidinoacétique. Celui-ci est utilisé comme précurseur de la
créatine qui a un réle majeur dans le métabolisme énergétique cellulaire du muscle, sans altérer
les performances de croissance des animaux (Cordova-Noboa et al., 2018a ; Cordova-Noboa et
al., 2018b). Cependant, le traitement ne permet pas de réduire la fréquence ou la sévérité du
défaut WS, et la réduction des cas modérés de WB n’est plus observable a 55 jours. De plus,
une forte interaction avec la composition de I'alimentation (mais ou sorgho) a été constatee. En
revanche, I’ajout d’acide phosphatidique dans le régime n’a aucun effet sur les défauts WS et
WB (Sobotik et al., 2018).

Enfin, il a récemment été montré qu'une augmentation du rapport arginine : lysine d’environ
30% (ratio Arg : Lys de 1,35 a 1,37) par rapport aux recommandations actuelles, peut atténuer
les défauts musculaires du filet (Zampiga et al., 2019). Toutefois, une étude similaire n’a pas
confirmé cette observation (Bodle et al., 2018) et il a été montré qu’une augmentation de

seulement 10% du ratio Arg : Lys n’était pas efficace non plus (Zampiga et al., 2018).

En conclusion, il n’existe pas a I’heure actuelle de solutions pratiques en matiere de nutrition
et de conduite d’élevage pour réduire la fréquence ou la sévérité¢ des défauts musculaires sans
affecter négativement les performances des animaux. Les solutions nutritionnelles proposées
qui, dans leur ensemble, étaient supposées réduire le stress oxydatif des fibres musculaires
associé a la progression des défauts WS et WB, n'ont pas entrainé de véritables effets
d'atténuation. Des solutions nutritionnelles agissant sur le métabolisme (précurseur de créatine)
ou I’angiogeneése (arginine) récemment testées montrent des effets modérés qu’il est maintenant

nécessaire de confirmer.
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V. Mécanismes moléculaires mis en jeu

Ces derniéres années, plusieurs études ont décrit la variation globale du niveau d'expression des

genes, des protéines et des métabolites en lien avec ’apparition des défauts. Ces études ont été

utiles pour mettre en lumiére les mécanismes moléculaires et les voies biologiques impliqués

dans I’apparition des myopathies du filet chez les poulets de chair (Mutryn et al., 2015 ; Abasht
et al., 2016 ; Zambonelli et al., 2016 ; Kuttappan et al., 2017a ; Sundekilde et al., 2017 ;
Boerboom et al., 2018 ; Cai et al., 2018 ; Marchesi et al., 2018 ; Papah et al., 2018 ; Abasht et

al., 2019).

V.1 Transcriptome

Les études menées afin de quantifier I'évolution du profil d’expression des génes en présence

des défauts WS et/ou WB ont mis en évidence une étiologie complexe de ces myopathies

(Tableau 7). En effet, ’analyse fonctionnelle a révelé un nombre important de fonctions

biologiques régulées en lien avec I’apparition des défauts WS et/ou WB.

Tableau 7 : Analyses transcriptomiques de filets présentant les défauts WS et/ou WB

Référence Technique | Comparaison Animaux qubre ik Pr|n0|pales_fonc_t|ons/ Processus
genes DE biologiques
Males de 47 Homéostasie du calcium, stress
(Mutryn et al., i jours, a fort oxydatif, hypoxie localisée, switch de
2015) RNA-seq | WB vs Normal rendement en 1637 la typologie des fibres et réparation
filet cellulaire
Développement musculaire,
Males. Ross processus métaboliques des
(Zambonelli et . WSWB vs ' polysaccharides, métabolisme du
microarray 708, autour de 207 R ?
al., 2016) Normal 37k glucose, synthése des protéoglycanes,
1KY inflammation, stress oxydatif et voie
de signalisation du calcium
Activation du systeme immunitaire,
angiogenese, hypoxie, stress oxydatif,
(Marchesi et al Males de 42 mort cellulaire, inflammation,
" | RNA-seq | WSvsNormal | jours, Cobb 1441 métabolisme des carbohydrates,
2018)
500 niveau de calcium intracellulaire,
contraction des muscles striés, et
développement musculaire
WB vs Normal Males, a fort 41 (2 sem) l\/’lgtabollsmg energetique, réponse a
(Papah et al., A rendement en I’inflammation, maladie vasculaire
RNA-seq a2 3et4 - 618 (3 sem.) o .
2018) semaines filet, de 2,3 ou 39 (4 sem.) (phlébite), remodelage de la matrice
4 semaines ' extracellulaire
A Métabolisme des carbohydrates,
(Abazsglt;)t e RNA-seq HFE vs LFE! M?(I)isr,sﬂ 1059 métabolisme des lipides, métabolisme

des acides nucléiques

'HFE = High feed efficiency, LFE = low feed efficiency. Cette étude visait a caractériser les différences
métaboliques entre des poulets HFE et LFE pour savoir pourquoi les animaux les plus efficaces étaient plus
sensibles au défaut WB.
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Mutryn et al. (2015) ont été les premiers a réaliser une analyse transcriptomique des filets
atteints par du WB via une étude RNA-seq. lls ont mis en évidence 1637 geénes
différentiellement exprimés (DE) entre les filets atteints par du WB et les non atteints.
Zambonelli et al. (2016) sont les seuls a avoir étudié les profils transcriptomiques des filets
présentant & la fois les défauts WS et WB. L'analyse microarray a révélé 207 genes
différentiellement exprimés entre les muscles atteints et sains. L’étude RNA-seq de Marchesi
etal. (2018) arévelé quant a elle 1441 génes DE entre des muscles atteints de WS et des muscles
sains. Enfin, Papah et al. (2018) ont comparé les profils d'expression des genes de muscles P.
major au cours du développement (semaines 2 a 4) dans le but d’identifier les mécanismes
moléculaires impliqués dans l'apparition et la progression du défaut WB au sein des lignées

modernes de poulets de chair au début de la période de croissance.

Globalement, ces études transcriptomiques mettent en évidence des modifications métaboliques
au sein des muscles atteints. Les études s’accordent pour dire qu’il y a une altération des voies
métaboliques servant a produire de 1’énergie avec notamment une diminution de I’expression
des enzymes de la glycolyse. Certaines d’entre elles suggerent une réorientation de I’utilisation
du glucose en faveur de la synthése de composants de la matrice extracellulaire (protéoglycanes,
glycosaminoglycanes), conduisant aux phénomeénes de fibrose. Mutryn et al. (2015) sont les
seuls a proposer un changement de la typologie des fibres (de type lla glycolytique a type |
oxydative) dans ces muscles. Du stress oxydant et une augmentation du calcium intracellulaire
ont également été mis en évidence dans ces muscles, entrainant respectivement des phénomenes
inflammatoires et 1’activation de protéases et de lipases, qui peuvent étre a 1’origine de la
dégenérescence et de la régénération des fibres. De fagon cohérente, une grande partie des
régulations d’expression génique observées peuvent étre reliées aux lésions musculaires

observées histologiquement et décrites précédemment.

Ces études transcriptomiques ont révélé des modifications métaboliques et structurales
associées aux myopathies, sans permettre cependant de dissocier les possibles causes des
conséquences du développement des myopathies. A ce jour, malgré les nombreuses
descriptions des altérations histologiques, biochimiques, métaboliques et moléculaires qui
accompagnent l'apparition des défauts WS et WB, il n'y a pas de consensus concernant les
causes qui ont conduit a leur mise en place. Ces résultats sont toutefois précieux puisqu’en
décrivant de maniere exhaustive les modifications physiologiques ou pathologiques ils peuvent
informer sur les causes possibles impliquées dans ’apparition des défauts voire suggérer des

solutions pour les réduire. Associés aux observations obtenues a ce jour aux niveaux génétique,
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biochimique et histologique, ils ont permis de définir certaines hypotheses possibles sur les
mecanismes impliqués dans l'apparition de ces myopathies. Ainsi, la plupart des résultats
rapportés dans la littérature suggeérent que la sélection des souches de poulet pour une croissance
rapide et un rendement en filet élevé a augmenté le stress oxydatif au sein des muscles en partie

a 'origine des différentes altérations observées.

Marchesi et al. (2018) émettent I’hypothése que la diminution des mouvements et la
compression du muscle P. major auraient entrainé un déficit d’irrigation sanguine dans le
muscle, susceptible d’entrainer une série de processus physiologiques, comme [’activation de
la glycolyse, la réaction a I’hypoxie, ’augmentation du calcium intracellulaire et I’apoptose,
conduisant a des lésions musculaires et probablement a I’apparition du défaut WS. L'étude de
Papah et al. (2018) informe également sur les mecanismes moléculaires a l'origine du
développement précoce du défaut WB. Ils sont principalement liés a des modifications
vasculaires, notamment mises en jeu en cas de phlébite et dont le role dans I’apparition du WB
avait déja eéte mis en évidence dans une étude précédente (Papah et al., 2017). De facon
intéressante, les résultats de cette derniere étude montrent que les perturbations cellulaires et
moléculaires majeures qui sont liées au défaut WB sont déja présentes a I’dge de 3 semaines,
avant méme que la maladie ne devienne détectable par palpation. Ces résultats sont importants
puisqu’ils suggeérent que pour prévenir 1’apparition du WB il faudra agir précocement durant le

développement de I’animal.

V.2 Protéome

Le profil d’expression protéiques des muscles atteints par les défauts WS et WB a également
été décrit dans la littérature. Ainsi, un total de 141 protéines différentielles a pu étre mis en
évidence entre des filets sans Iésions myopathiques ou légerement atteints et ceux présentant le
défaut WS a I’état sévere (Kuttappan et al., 2017a). Les protéines surexprimées en présence du
défaut interviennent dans des voies de signalisation qui contrdlent le métabolisme protéique
(synthese, modification post-traductionnelle et repliement des protéines) et la réponse au stress
cellulaire. L’augmentation de la synthése des protéines dans les muscles séverement atteints
pourrait étre liée a la croissance rapide des muscles ainsi qu’aux processus de dégénérescence
et de réparation associés. Les protéines sous exprimées dans les muscles présentant du WS
sévere sont quant a elles associées au mouvement cellulaire et au métabolisme des glucides
(glycolyse, gluconéogenése). Les auteurs émettent I’hypothese que I’altération du métabolisme

des glucides dans les muscles séverement atteints pourrait étre due a la réorientation des
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métabolites issus de ces voies vers la synthese de collagéne, de protéoglycanes et de
glycosaminoglycanes pour lutter contre le stress oxydatif et supporter la détoxification et les

processus de régenération musculaire.

Récemment, les résultats d’une analyse protéomique de muscles présentant ou non le défaut
WB confirment les différences d'abondance relative des protéines glycolytiques, ainsi que de

celles impliquées dans la réponse au stress oxydant (Cai et al., 2018).

V.3 Métabolome

En ce qui concerne les métabolites, il a été indiqué dans une partie précédente (Cf. I11.2) que les
poulets atteints de WS ont des profils hématologiques, y compris en nombre de leucocytes, et
en metabolites sériques et électrolytes similaires a ceux des animaux indemnes de défauts
(Kuttappan et al., 2013b). Cependant, une augmentation significative de la concentration
sérique de plusieurs enzymes liées a [I’apparition des lésions musculaires (alanine
aminotransférase, phosphatase alcaline, aspartate aminotransférase, créatine kinase et lactate

déshydrogeénase) a été observée chez les animaux atteints de WS (Kuttappan et al., 2013b).

Une approche par résonnance magnétique nucléaire (RMN) a permis d’évaluer le profil
métabolomique de muscles atteints ou pas par le défaut WB (Sundekilde et al., 2017). 1l a été
montré que les muscles atteints par le WB présentent des teneurs inférieures en ansérine,
carnosine et créatine, ce qui peut indiquer une altération possible de I'homéostasie musculaire
et des voies de production de I’énergie. Le profil métabolique du muscle P. major affecté par le
défaut WB a également été étudié par Abasht et al. (2016). Dans cette étude, 140 métabolites
différents ont été identifiés entre les muscles sains et atteints. Les composes identifiés étaient
principalement associés a un stress oxydatif accru, des taux de protéines élevés, une dégradation
du muscle, une altération du métabolisme du glucose et du glycogene, ainsi qu’un remodelage
excessifde laMEC. Lateneur en glycogene était également plus faible dans les muscles affectés
par le WB. Cette diminution, associée a une altération de la glycolyse, peut étre due a un
changement d’utilisation du glucose plutot qu’a un manque de disponibilité de celui-ci. En effet,
il a été rapporté une sur-activation de la voie de biosynthese de I'ascorbate, qui pourrait étre
impligquée dans I'épuisement du glycogene, le remodelage excessif de la MEC (synthése de
protéoglycanes et de glycosaminoglycanes) et le stress oxydatif dans les échantillons atteints.
Abasht et al. (2016) ont également observé un niveau élevé de xanthine et d’hypoxanthine dans

ces muscles, qui sont tous deux des produits de dégradation de la purine et peuvent étre des

67



marqueurs du stress oxydatif. Enfin, Boerboom et al. (2018) ont récemment identifiés 63
metabolites différentiels entre des muscles atteints ou non de WS. Ces métabolites sont
principalement impliqués dans 1’oxydation des acides gras, le cycle de Krebs, ainsi que le
métabolisme de I’arginine et de la taurine. Le déclencheur général de ces modifications semble
étre une situation hypoxique présente dans le tissu musculaire des filets des poulets de chair.
Cet état hypoxique irait de pair avec le stress oxydatif, qui conduit a des dommages musculaires.
Dans cette étude, Boerboom et al. (2018) supposent que les poulets présentant du WS ont un
systeme vasculaire dans le muscle limité : il permettrait de soutenir la croissance musculaire,

mais pourrait étre insuffisant pour maintenir la santé musculaire sous condition de stress.

L’ensemble des analyses haut débit (transcriptomique, protéomique, métabolomique) réalisées
sur les muscles atteints par les défauts WS et WB mettent en évidence des altérations du
métabolisme des glucides et de la synthése des protéines, une augmentation importante du stress
oxydant, associée a des phénomenes d’inflammation localisée et d’hypoxie. Toutefois, l'origine
exacte et la chronologie des processus ou dérégulations biologiques conduisant au
développement de ces défauts restent encore a ce jour insuffisamment comprises et nécessitent
I’acquisition de données complémentaires, notamment au niveau génétique ou des facteurs de
risques liés aux conditions de production des animaux. En effet, malgré la description
relativement fine des processus biologiques qui sous-tendent 1’apparition des défauts WS et
WB, la question reste entiere concernant la ou les causes responsables de I’apparition des
défauts : mutations ? Changement physiologique progressif ? Evolutions des besoins de
I’animal ? Changements des pratiques de production (reproduction, incubation, élevage,
nutrition) ? Répondre a ces questions permettra d’avancer dans la recherche de solutions pour
réduire I’incidence de ces défauts en abattoirs au bénéfice de la compétitivité des filiéres et de

la qualité des produits.
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V1. Conclusion et enjeux pour la filiere

La production de volailles de chair conventionnelle (poulet en particulier) est actuellement
confrontée a des problémes de qualité qui pénalisent d’ores et déja fortement sa compétitivité
et peuvent a terme ternir son image. En effet, les progres continus réalisés depuis de nombreuses
années en termes de vitesse de croissance et d’augmentation des rendements en filet ont conduit
a la production de muscles dont les caractéristiques ont progressivement évolué (baisse des
réserves énergeétiques, hypertrophie des fibres musculaires, vascularisation insuffisante) jusqu’a
entrainer des dérégulations métaboliques et cellulaires a I’origine des défauts actuels. Les
Iésions qui sont apparues sont apparentées a des myopathies qui pourraient aussi impacter le
bien-étre et la santé des volailles. En outre, elles pourront a terme induire des pertes
économiques importantes a 1’abattoir, avec des retraits ou des déclassements qui seront de plus
en plus nombreux si la sévérité des défauts WS et WB ne cesse d’augmenter. Pourtant, malgré
les efforts considérables déployés au cours des dernieres années au travers d’études
histopathologiques, sérologiques, 1’utilisation d’approches a haut-débit (transcriptome,
métabolome, protéome), I’étiologie précise de ces myopathies demeure incertaine. La
comparaison des défauts WS et WB avec diverses myopathies connues (dystrophies
musculaires héréditaires, des myopathies nutritionnelles, ou toxiques) suggere que ces
anomalies musculaires chez les souches actuelles de poulet peuvent avoir une étiologie
différente. Les effets négatifs de ces défauts musculaires sur l'apparence, la qualité
technologique et nutritionnelle et I'acceptation par le consommateur des filets de poulet ont été
clairement démontrés. Les attentes de la filiere sont donc extrémement fortes pour comprendre
les causes et les mécanismes biologiques qui ont conduit a 1’apparition de ces défauts et pour
trouver des solutions (génétiques, nutritionnelles ou d’élevage) pour limiter leur incidence et

leur gravité sans compromettre la compétitivité des filiéres.

Afin de limiter leur apparition, plusieurs solutions se sont montrées efficaces, mais elles
entrainent toutes des baisses de performances en élevage et donc une augmentation du prix de
production. Ceci passe par exemple par la limitation de la vitesse de croissance, la réduction du
poids et de I’age a I’abattage, la réduction des apports énergétiques et/ou protéiques ou encore
I’utilisation de souches moins performantes et/ou moins conformées. Certains spécialistes
suggerent également d’éviter les sources de stress pour les animaux, de revoir les apports en
vitamines et oligo-élements dans les aliments, d’assurer une bonne prophylaxie vaccinale, etc.
Cependant, aucune étude publiée a ce jour n’a apporté d’éléments probants concernant un effet

bénéfique de ce type de solution sur I’apparition des défauts musculaires chez le poulet.
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La problématique reste donc complexe bien que les recherches menées ces derniéres années ont
permis d’améliorer nos connaissances sur les différents processus biologiques impliqués dans
le développement de ces défauts. L’existence d’une base génétique a également était démontrée,
indiquant que la sélection apparait comme un des leviers possibles pour réduire I’incidence de
ces myopathies. Toutefois, elle est pour I’instant insuffisamment exploitée par la filiére. Ceci
s’explique en partie par la lourdeur des mesures de qualité et I’absence d’indicateurs précoces
(in vivo) et d’outils de diagnostic fins, robustes, quantitatifs et utilisables en sélection et en
élevage, qui permettraient d’estimer de maniere suffisamment fiable le degré d’atteinte des
muscles concernés par ces défauts. Par comparaison avec ’ensemble des facteurs étudiés, les
études menées sur le contréle génétique des défauts musculaires restent encore limitées et

doivent donc étre développées.

A T’heure actuelle, le diagnostic des défauts WS et WB repose principalement sur la notation
visuelle des filets a I’abattoir, qui reste une mesure subjective. L’échelle de score établie par
Kuttappan et al. (2013c) est largement utilisée dans plusieurs études. Toutefois, son efficacité
dépend de plusieurs facteurs. Il est important de réaliser la notation des filets dans des
conditions similaires pour éviter les biais : température, humidité, source de lumiére et intensité
lumineuse dans la piéce, age post-mortem, température de 1’échantillon, etc. (Kuttappan et al.,
2016). Dans I’idéal, pour avoir des résultats comparables, il faudrait que la ou les mémes
personnes notent les défauts. De plus, comme l'incidence des défauts WS et WB augmente au
fil des ans, il est possible que le degré de gravité augmente également. Dans ce cas, I'échelle
doit étre mise a jour, en tenant compte de la gradation des défauts effectivement observes sur

le terrain.

L'utilisation de techniques objectives telles que I'analyse d'images a été récemment évaluée pour
classer les filets selon le degré de sévérité du défaut WS (Kato et al., 2018). Dans cette étude,
quatre modeéles ont été évalués pour tester leur capacité a classer les échantillons selon trois
degrés de sévérité et ont montré un taux de réussite allant de 70,9% a 86,4%. L utilisation de
méthodes spectrales a également été testée pour détecter de maniére rapide, objective et non-
intrusive les défauts WS et WB sur la chaine d’abattage et ainsi éviter la notation par un tiers
(Traffano-Schiffo et al., 2017 ; Wold et al., 2017 ; Geronimo et al., 2019 ; Jiang et al., 2019 ;
Wold et al., 2019). Certaines de ces méthodes se basent sur la teneur en protéines et le degre de
rétention d’eau dans le muscle pour discriminer les muscles atteints par le défaut WB, et
montrent un taux de classifications correctes compris entre 96 et 99,5% (Wold et al., 2017 ;

Wold et al., 2019). Une autre combine les informations spectrales et les analyses d’image pour
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évaluer le défaut WB avec 97,5% de réussite. Enfin, Jiang et al. (2019) utilisent les spectres
proches infra-rouge pour différencier les filets WS des filets normaux avec un taux de
classifications correctes de 91,7%. Des méthodes d’évaluation du défaut WB sur animal vivant
ont été évaluées, basées notamment sur la palpation des muscles pectoraux ou encore en testant
la capacité des animaux a lever suffisamment haut les ailes dans le dos pour qu’elles puissent
se rejoindre (Kawasaki et al., 2016), mais ces méthodes restent imparfaites. En effet, 70% des
animaux identifiés comme ne présentant pas de WB par palpation avaient des lésions

musculaires observables par examen histologique (Velleman and Clark, 2015).

Disposer d’indicateurs précis (marqueurs génétiques ou phénotypes quantitatifs), et dans 1’idéal
précoces et non invasifs, faciliterait grandement la sélection contre les défauts, mais aussi la
recherche de solutions alimentaires ou d’¢levage favorisant une croissance harmonieuse du
muscle sans apparition de lésions myopathiques. Le caractére non invasif des outils de
phénotypage permettrait également d’éviter la sélection sur collatéraux, moins efficace et plus

colteuse que la sélection directe des reproducteurs.

Enfin, une autre voie est que la filiere réfléchisse a des systémes de production innovants, bases
sur I’utilisation de souches sans doute moins performantes mais plus robustes qui permettraient
des gains de compétitivité et plus généralement de durabilité en limitant les problemes de santé
et de bien-étre en élevage et les pertes de produits a 1’abattoir et au cours de la transformation.
La encore, le développement d’outils de prédiction ou de phénotypage quantitatif des défauts
sera utile puisqu’ils permettront de faire le lien entre les performances de croissance et de
composition corporelle des animaux et les propriétés intrinseques de leurs muscles en lien avec

la qualité de la viande.
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DEUXIEME PARTIE :
OBIJECTIFS, MODELES ANIMAUX ET
DEMARCHES EXPERIMENTALES




I. Rappel des objectifs de la these

Comme nous I’avons vu au travers de I’étude bibliographique, les nombreux travaux
scientifiqgues menés sur les défauts WS et WB ont permis de mieux comprendre les voies
métaboliques et les modifications structurales associées a 1’apparition des défauts, méme si les
meécanismes causaux restent encore a élucider. Si la sélection géenétique semble un levier majeur
d’action dans la lutte contre ces défauts, des limites existent liées notamment a la faiblesse du
phénotypage aujourd’hui basé sur une notation visuelle et subjective et & la mauvaise
connaissance de I’architecture génétique des défauts. Les objectifs de la thése étaient donc 1) de
mieux comprendre les mécanismes génétiques et plus largement biologiques contribuant a
I’apparition des défauts WS et WB chez le poulet et ii) de développer des outils d’aide a la
sélection par I’identification de marqueurs génétiques et biologiques et de nouveaux indicateurs
fins des defauts. La thése a béneéficié de deux modeles genétiques complémentaires qui sont
décrits dans le prochain paragraphe : (1) un modele original de deux lignées divergentes
sélectionnées pour la qualité technologique de leur viande au travers de la mesure du pH ultime,
et dans lesquelles le defaut white striping est présent et (2) une lignée a forte croissance et qui

présente une proportion significative des défauts WS mais aussi WB.

I1. Modeéles animaux
11.1 Les lignées divergentes pHu+/pHu-

Les animaux utilisés au cours de la premiére partie de la thése étaient issus de la 6°™ génération
d’une expérience de sélection divergente sur la qualité de la viande évaluée au travers de la
mesure du pHu du filet. L’expérience, initiée en 2009 a I'INRA, a permis la création de deux
lignées divergentes : la lignée pHu+ sélectionnée pour une valeur génétique élevée du pHu du
filet, et la lignée pHu- pour une valeur génétique faible. La population de base a 1’origine des
deux lignées divergentes était une souche grand-parentale standard (a croissance rapide) de type
femelle, sélectionnée par Hubbard pour un équilibre entre croissance et reproduction. Une
sélection sur collatéraux a été mise en ceuvre avec, a chaque génération, un lot d’animaux futurs
reproducteurs et un a deux lots d’animaux issus des mémes parents et destinés a la mesure du

pHu de la viande apres abattage des animaux a I’dge 6 semaines (Alnahhas et al., 2014).

L’analyse génétique réalisée sur les 5 premiéres genérations de sélection a confirmé un fort
déterminisme génétique du pHu du filet, dont I’héritabilité a été estimée a 0,57 (Alnahhas et

al., 2014). Il existe un lien génétique entre le métabolisme musculaire du filet et de la cuisse
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(muscle sartorius), avec une corrélation génétique positive de 0,54 entre les mesures du pHu
faites dans ces deux muscles. L’expérience de sélection divergente s’est avérée trés efficace
puisqu’aprés 6 générations, le pHu du filet était de 5,67 dans la lignée pHu- et de 6,16 dans la
lignée pHu+ (p-value <0,0001) (Figure 15). Cela correspondait a une fréquence de 61% de
viande de type acide (pHu < 5,7) dans la lignée pHu- et 63% de viande de type DFD (pHu > 6,1)
dans la lignée pHu+ (Le Bihan-Duval et al., 2018). Bien que moindre, la différence de pHu
était également significative dans la cuisse (6,20 et 6,53 dans les lignées pHu- et
pHu+, respectivement). Les conséquences sur la qualité technologique sont majeures avec une
viande du filet plus pale (augmentation du L*) et plus jaune (augmentation du b*) dans la lignée
pHu-, caractérisée également par des pertes en eau par exsudation et lors de la cuisson plus
importantes ainsi qu’une résistance au cisaillement plus élevée (Alnahhas et al., 2014). Au
niveau sensoriel, on détecte un godt acide plus prononcé pour les filets de la lignée pHu- qui
sont également jugés moins tendres et plus fibreux (Alnahhas et al., 2015). Globalement, ces
résultats sont en faveur d’une amélioration des propriétés technologiques et sensorielles de la

viande dans la lignée pHu+ et de leur dégradation dans la lignée pHu-.

GO G1 G2 G3 G4 G5 G6

pHu+ pHu-

Figure 15 : Evolution du pHu du filet au cours de la sélection divergente des lignées pHu

L’analyse des performances des animaux a montré que la sélection pour une augmentation du
pHu s’était accompagnée d’une légére augmentation du rendement en viande (filet et cuisse)
sans que la croissance globale et I’engraissement de I’animal ne soient impactés. Cette
croissance musculaire plus importante dans la lignée pHu+ (+ 1 point environ) ne s’accompagne
pas d’une modification de composition chimique du muscle (teneurs en protéines, lipides et

matiére seche équivalentes). Il existe cependant des modifications ciblées du métabolisme




énergétique avec un PG ainsi que des teneurs résiduelles en glycogéne et en lactate plus élevés
dans la lignée pHu- par rapport a la lignée pHu+ (Alnahhas et al., 2015). Cette teneur en
glycogeéne résiduelle plus importante pourrait avoir un effet pro-oxydant dans la lignée pHu- ou
on observe un taux d’oxydation des lipides (indice TBA-RS) plus élevé. L’analyse histologique
des muscles a par ailleurs montré que, si la taille des fibres musculaires n’était pas modifiée, le
nombre de capillaires par fibre est légerement plus faible dans la lignée pHu+ par rapport a la
lignée pHu- (0,22 vs 0,26, p-value < 0,05) (Alnahhas et al., 2015). Ceci pourrait impacter
I’apport en nutriments et en oxygene ainsi que I’évacuation des déchets métaboliques, et donc

le bon fonctionnement musculaire.

Les observations visuelles réalisées sur plus de 1300 animaux des 5™ et 6°™ générations de
sélection ont montré que le défaut WS était present dans ces populations, avec une fréquence
nettement plus élevée dans la lignée pHu+, notamment pour les cas les plus séveres, qui
représentent 24% des animaux contre 4% dans la lignee pHu- (Figure 16). L’analyse de ces
données a aussi confirmé qu’il existait une base génétique importance du WS dans cette
population (avec une héritabilité de 0,65) et des liens génétiques défavorables avec le poids vif

(rg=0,30) mais surtout le rendement en filet des animaux (rg= 0,68) (Alnahhas et al., 2016).
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Figure 16 : Incidence de defaut WS moderé ou sévere dans les lignées divergentes pHu+ pHu-
évaluées aux 5°™ et 6°™ générations de sélection

Les animaux de la 6°™ génération ayant fait I’objet d’un génotypage (sur puce SNP Illumina
57K), nous avons tiré profit de ce dispositif animal original pour préciser I’architecture
génétique du WS par une analyse de génétique d’association entre marqueur SNP et phénotype
(GWAS). Les performances de croissance et de qualité de la viande des 558 animaux utilisés

dans I’analyse GWAS sont reportées dans le Tableau 8 ci-dessous.




Tableau 8 : Statistiques descriptives des valeurs de pH, qualité de la viande, croissance et composition
corporelle des animaux de la 6°™ génération de sélection des lignées pHu+ et pHu- abattus a 6

semaines
: LSMEANS/  LSMEANS Signification
Caractere Moyenne Hus IoH
pHu pHu- Effet lignée
pHu filet 5,91 6,16 5,67 p <0,0001
pHu cuisse 6,36 6,53 6,20 p <0,0001
pH15 filet 6,71 6,74 6,68 p <0,0001
L* 48,9 44,8 52,9 p< 0,0001
a* -0,09 -0,23 0,04 p <0,0001
b* 11,8 10,7 12,8 p <0,0001
Exsudat (%) 32 2,0 4,3 p < 0,0001
Perte a la cuisson 9.9 91 108 b <0,0001
(%)
Resistance au 13,6 11,1 16,1 p < 0,0001
cisaillement (N)
Rendement 84,9 86,3 83,5 b < 0,0001
technologique (%0)
. Lipides 1,44 1,45 1,45 0 =092
intramusculaires (%)
TBA-RS 0,41 0,32 0,51 p <0,0001
Poids vif (g) 2784 2787 2815 p=0,18
Rendement gras (%) 19 1,89 1,86 p=0,26
Rendement filet (%) 20,7 21,0 20,4 p < 0,0001
Rendement cuisse 225 22,7 224 b = 0,0003

(%0)

1.2 Souche commerciale a croissance rapide sélectionnée sur le
rendement en filet

La seconde approche expérimentale de la thése visait a aller plus loin dans la caractérisation
moléculaire des défauts et leur phénotypage histologique, en tirant profit d’une lignée
sélectionnée par Hubbard sur la croissance et le rendement en filet, présentant non seulement
le défaut WS mais aussi WB.




176 animaux ont été élevés et abattus a 'INRA a I’age de 6 semaines. Parmi eux, 55%
présentaient du WS et 26% étaient atteints de WB. En tenant compte de la notation visuelle des
filets pour les défauts WS et WB, ainsi que des caractéristiques de croissance corporelle
(rendement en filet, poids vif), 4 groupes ont été formés : un groupe témoin (n=10) avec absence
de défauts visuels sur les filets (WS=0 et WB=0), un groupe WS (n=10) composé uniquement
de WS sévere (WS=2 et WB=0), un groupe WB (n=10) composé uniquement de WB modéré
ou sévere (WB=1 ou 2 et WS=0), et enfin un groupe WSWB (n=9) séverement atteint par les
deux défauts (WS=2 et WB=2). Les caractéristiques corporelles et de qualité de viande de ces

4 groupes sont reportées dans le Tableau 9.

Les animaux issus des 4 groupes présentent des caractéristiques de croissance et de composition
corporelle similaires a I’exception du rendement en P. major qui est significativement superieur
pour les individus atteints du défaut WB seul ou associé au WS, par rapport au groupe témoin.
Ces mémes animaux présentent un pH15 inférieur a celui des deux autres groupes (T et WS)
alors qu’il n’y pas de différence significative entre les groupes pour le pHu du P. major. Les
muscles présentant le défaut WB, seul ou associé¢ au WS, ont un niveau d’exsudat supérieur par
rapport aux muscles normaux, ce niveau étant toutefois supeérieur dans le groupe présentant
uniquement le défaut WB. Les pertes a la cuisson sont significativement plus élevées dans les
muscles WB ou WSWB par rapport aux deux autres groupes, alors que le rendement
technologique est significativement inféricur. Il n’y pas de différence de couleur entre les
différents groupes. De plus, méme si la texture du muscle frais est trés différente pour le défaut
WB, on n’observe plus de différence de force de cisaillement apres cuisson. Concernant les
filets présentant uniquement le défaut WS a I’état sévere et quel que soit le paramétre de qualité
considéré, la différence n’est pas significative avec les filets normaux. L’effet du WB est plus
marqué sur la qualité technologique du filet de poulet que celui du défaut WS, sauf si ce dernier

est associé au défaut WB.
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Tableau 9 : Caractéristiques de carcasse et de qualité de viande pour les animaux des 4 groupes
abattus a 6 semaines

WS WB
. T WSWB A
Variable! _ (n=10, (n=10, B Probabilité?
(n—lO, 56\’59) 56\,59) 36\,79) (ll—9, 36\96Q)
Poids vif (g) 3210 £ 187 | 3468 £ 210 | 3253 £ 195 | 3435 + 265 ns

Rendement P. major (%) | 17,1+1,2° |18,0+1,0* | 182+14° | 18,6+1,2° | p<0,05

Rendement P. minor (%) 4,02+030 | 3,94+0,29 | 406+0,36 | 3,74+£0,34 ns
Rendement filet (%) 211+14 220+1,1 | 22317 | 223+14 ns
Rendement gras (%) 1,72+0,32 | 1,61+0,47 | 1,79+0,39 | 1,84 +0,35 ns

pHu filet 590+0,11 | 580+0,08 | 588 +0,10 | 5,92 +0,19 ns
pH15 6,81 +0,07° | 6,80 +0,14% | 6,73 £0,08" | 6,74 +0,08" | p<0,05
Exsudat (%) 2,26+ 0,86 |2,76*"+0,89| 5,83+ 1,66 | 3,94°+0,90 | p < 0,001
Perte a la cuisson (%) 13,6°+3,0 | 14,9°+31 | 182°+24 | 186°+3,3 | p<0,001

Rendement technologique (%)| 83,0°+2,3 | 80,2*"+34 | 789°+54 | 78,9*+57 p < 0,05

L* 50,9 +2,9 534+25 | 542+28 | 528+28 ns

ax -0,97+0,44 |-0,92+£0,49|-0,95+0,46 |- 0,91 + 0,36 ns

b* 10,2 £0,6 11,0£0,1 | 11,3+0,8 | 11,0+1,.3 ns

Résistance au cisaillement (N)| 12,8 +1,0 127+19 | 133+£22 | 129%18 ns
TBA-RS 0,48+0,15 | 0,52+0,19 | 0,65+0,34 | 0,58 £0,21 ns

!Moyenne + écart-type
2ANOVA réalisée avec le facteur groupe pour chaque variable. Les différentes lettres indiquent des différences
significatives entre les groupes, déterminées par comparaison deux a deux (p-value < 0,05).

[11. Démarches expérimentales

La démarche scientifique s’est appuyée sur des approches haut débit, de génétique d’association
et de génomique (transcriptome, protéome), réalisées en complément d’analyses histologiques

permettant I’évaluation fine des défauts (Figure 17). Elle se découpe en deux parties.

(1) La premiere partie de la theése s’est intéressée a 1’analyse génétique du défaut WS en
s’appuyant sur les données de phénotypage et de génotypage mesurées au sein des lignées
divergentes pHu+ et pHu. Celles-ci nous ont permis d’identifier des premiéres régions QTL du
WS chez le poulet et des génes candidats, positionnels et fonctionnels. Le dispositif a également
permis d’aborder la question de I’interaction entre déterminisme génétique du défaut WS et

métabolisme énergétique musculaire, qui varie largement entre les deux lignées divergentes.
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Ce travail a fait I’objet d’un article scientifique publié en mars 2018 dans BMC Genomics et de
deux communications présentées dans des congres internationaux (Annexe 1). La publication
intitulée « Mapping QTL for white striping in relation to breast muscle yield and meat

guality traits in broiler chickens » correspond au premier chapitre de I’étude expérimentale.

(2) La deuxieme partie de la thése avait pour objectifs d’une part, d’aller plus loin dans la
compréhension des mécanismes moléculaires qui contribuent a I’apparition des défauts WS et
WRB, et d’autre part, d’affiner le phénotypage des défauts au travers de mesures histologiques
quantitatives et moléculaires. Elle a rassemblé plusieurs approches : une analyse protéomique,
une analyse histologique et une analyse transcriptomique sur puce a ADN 8x60K, toutes
conduites sur les muscles P. major issus du second dispositif animal (décrit en I1.2). L’analyse
protéomique a permis d’affiner le dispositif expérimental pour I’étude transcriptomique. Une
partie des analyses histologiques a permis de confirmer les modifications structurales des

muscles atteints de WS, de WB ou des deux défauts a la fois.

Les travaux portant sur la recherche de phénotypes histologiques fins pour quantifier le degré
des lésions musculaires ainsi que sur le transcriptome de muscle P. major d’animaux atteints
ou non de myopathies séveres sont présentés sous la forme d’un article intitulé « Differential
expression and co-expression gene network analyses reveal molecular mechanisms and
candidate biomarkers involved in breast muscle myopathies in chicken » soumis en avril
2019 a la revue Scientific Reports. Ils ont également fait 1’objet d’une communication orale aux

Journées de la Recherche Avicole et Palmipedes a Foie Gras en mars 2019 (Annexe 1).
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Populations étudiées

v

Génération 6 de la sélection
divergente sur le pHu du filet +/-
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Chapitre 1 : Etude génétique du défaut WS

Cartographie des QTL pour le white-striping en relation
avec le rendement en muscle du filet et les caractéristiques
de qualité de la viande chez les poulets de chair - Article 1

Comme décrit précédemment, si les modifications métaboliques et structurales associées aux
défauts musculaires sont aujourd’hui mieux comprises, leur controle génétique a fait I’objet de
peu d’études. Celles-ci ont porté sur I’analyse génétique quantitative des défauts WS et WB et
des correlations génétiques avec le rendement en filet et le poids des animaux (Bailey et al.,
2015 ; Alnahhas et al., 2016). La thése a permis d’aller plus loin dans la compréhension de
I’architecture génétique du défaut WS en identifiant des premieres régions QTL a l'aide d'une
analyse d’association a 1’échelle du génome (GWAS). Cette étude a ét¢ étendue a d’autres
caractéres de qualité de viande et de carcasse, tels que le développement musculaire,
I’engraissement des animaux, le gras intramusculaire, le pH, ou bien encore les pertes d’eau
pour rechercher d’éventuelles co-localisations. Une approche de type eQTL (QTL contrdlant
I’expression de genes) a par la suite été¢ mise en ceuvre pour un set de génes candidats identifiés
dans des régions QTL afin d’évaluer leur role dans le déterminisme génétique du défaut WS.
Le méme type d’approche s’est en effet montré efficace par le passé pour I’identification d’ un
gene puis d’'une mutation causale responsable d’une variation de coloration jaune du filet chez

le poulet, brevetée en 2011 (Le Bihan-Duval et al., 2011).

Pour cette approche, nous avons mis a profit les deux lignées divergentes de poulets
sélectionnés sur le pHu du muscle P. major et qui présentaient le défaut musculaire WS. Environ
50% des animaux de ces lignées présentent le défaut (modéré ou sévere), ce qui en fait un bon
modéle d’étude du déterminisme génétique de ce caractére. Au total, 558 animaux de la 6™
génération de sélection (278 pHu+, 208 pHu-) ont été génotypes avec la puce poulet IHlumina
SNP 57K et phénotypés pour le WS, le rendement en filet et plusieurs caractéres de qualité de
la viande au travers de mesures de pH, de couleur (L*, a*, b*), d’exsudat, de pertes a la cuisson,
de texture, de rendement technologique, etc. La détection des QTL a été réalisée en considérant
un modele uni-marqueur (en plus de I’effet polygénique) grace au logiciel GEMMA.

Récemment, il a été montré sur une population pedigree de poulet, structurée comme les lignées




pHu en familles, que ce type de modele donnait des résultats analogues a ceux d’une analyse
multi-marqueurs (avec GS3) ou de type LDLA, en tout cas pour les QTL les plus forts (Le
Bihan-Duval et al., 2018).

Malgré un niveau d’héritabilité ¢levé du WS au sein des lignées pHu (0,65 selon Alnahhas et
al., 2016), nous n’avons pas mis en évidence de QTL majeur contrlant le défaut. En effet, seuls
3 SNP significatifs au niveau du chromosome ont été détectés (sur GGAL, GGA17 et GGAL18),
allant dans le sens d’un déterminisme polygénique du WS. Malgré une fréquence de WS
variable entre les deux lignées, nous n’observons pas de co-localisation entre QTL de défaut et
QTL de pHu (pour ces derniers resultats voir Le Bihan-Duval et al., 2018). La détection des
QTL intra-lignée montre cependant que si 3 QTL pour le WS sont retrouvés dans la lignée
pHu+ (dont ceux sur GGA1 et GGA17), aucun SNP n’a d’effet significatif sur le WS dans la
lignée pHu- (cf Figure Additionnelle 1 de I’article). Ces résultats plaident donc en faveur d’une
interaction entre le contrdle genétique du WS et le statut métabolique du muscle (au travers

notamment des réserves en glycogéne du muscle) favorisant ou non ’apparition du défaut.

L’analyse du contenu en genes des régions QTL identifiées pour le WS nous a permis
d’explorer plus avant I’architecture génétique de ce défaut. Elle a conduit a I’identification de
13 genes candidats a la fois positionnels et fonctionnels. Ils sont impliqués dans la composition
des fibres musculaires, de la matrice extracellulaire et du sarcolemme, dans des phénomeénes de
réparation du muscle, de fibrose et d’adipose ainsi que des dystrophies musculaires chez
I’homme. Le niveau d’expression de ces genes constitue un phénotype quantitatif dont
I’architecture génétique peut €tre précisée grace a une analyse GWAS. Dans notre cas, cette
démarche de détection de eQTL a permis de renforcer I’intérét de certains geénes candidats dont
LRSAM1 situé sur le chromosome 17 au sein d’un QTL de WS et pour lequel un cis eQTL
hautement significatif (a I’échelle du génome) a été détecté. Tel est aussi le cas du gene MYH1B
pour lequel un cis eQTL est mis en évidence et qui se situe en proximité du QTL de WS sur le

chromosome 18.

L’ensemble des résultats décrits dans D’article suivant apporte des résultats originaux sur
I’architecture généetique du WS mais aussi des autres indicateurs de qualité étudiés chez le
poulet. Ainsi, un total de 42 SNP significatifs associés a ces différents caracteres ont été mis en
¢vidence, définissant 18 régions QTL localisées sur 13 chromosomes. L’analyse des
phénotypes moléculaires aura quant-a-elle permis d’identifier 132 SNP significatifs définissant
21 régions eQTL localisées sur 16 chromosomes. Concernant le contrble génétique du WS,

cette premiéere approche a identifié les premiéres régions QTL de WS dont les effets pourront
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étre explorés au sein d’autres populations. Elle aura également contribué a proposer plusieurs

genes d’intérét pour une caractérisation moléculaire des défauts.
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Mapping QTL for white striping in relation @ o
to breast muscle yield and meat quality
traits in broiler chickens
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Abstract

Background: White striping (WS} is an emerging muscular defect occurring on breast and thigh muscles of broiler
chickens. It is characterized by the presence of white striations parallel to the muscle fibers and has significant
consequences for meat quality. The etiology of WS remains poorly understood, even if previous studies demonstrated
that the defect prevalence is related to broiler growth and muscle development. Moreover, recent studies showed
moderate to high heritability values of WS, which emphasized the role of genetics in the expression of the muscle
defect. The aim of this study was to identify the first quantitative trait loci (QTLs) for WS as well as breast muscle yield
(BMY) and meat guality traits using a genome-wide association study (GWAS). We took advantage of two divergent
lines of chickens selected for meat quality through Pectoralis major ultimate pH (pHu) and which exhibit the muscular
defect. An expression QTL (eQTL) detection was further performed for some candidate genes, either suggested by
GWAS analysis or based on their biological function.

Results: Forty-two single nucleotide polymorphisms (SNPs} associated with WS and other meat quality traits were
identified. They defined 18 QTL regions located on 13 chromosomes. These results supported a polygenic inheritance
of the studied traits and highlighted a few pleiotropic regions. A set of 16 positional and/or functional candidate genes
was designed for further eQTL detection. A total of 132 SNPs were associated with molecular phenotypes and defined
21 eQTL regions located on 16 chromosomes. Interestingly, several co-localizations between QTL and eQTL regions
were observed which could suggest causative genes and gene networks involved in the variability of meat quality
traits and BMY.

Conclusions: The QTL mapping carried out in the current study for WS did not support the existence of a major gene,
but rather suggested a polygenic inheritance of the defect and of other studied meat quality traits. We identified
several candidate genes involved in muscle metabolism and structure and in muscular dystrophies. The eQTL analyses
showed that they were part of molecular networks associated with WS and meat quality phenotypes and suggested a
few putative causative genes.
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Background

During the past few decades, a notable increase in the
demand for poultry meat has been observed due to its
convenience for cooking and processing, health benefits,
and low price. To meet market demand and the world
population increase, producers have had to increase their
production while reducing the costs. Consequently, the
production of broiler chickens has become more efficient
mainly thanks to genetic selection. By comparing two gen-
etic strains representative of the broilers being grown in
1957 or in 2001, Havenstein et al. [1] showed that changes
over these 44 years resulted in a 2001 broiler that required
approximately one-third the time and over a threefold
decrease in the amount of feed consumed to reach the
market weight of 1,8 kg. Genetic selection brought about
85% to 90% of the change that has occuired in broiler
growth rate [1]. Genetics was also the major contributor
to changes in the yield of carcass parts that continued to
increase over time especially for breast meat yield which
currently exceeds one fifth of the weight of the bird [2, 3].
Nevertheless, for nearly a decade now, the poultry indus-
try in many countries (ie. Italy, the United States, Brazil,
the United Kingdom, Finland, France, etc.) has witnessed
an increasing prevalence of broiler breast muscle abnor-
malities such as WS [4].

WS is characterized by white striations parallel to
muscle fibers, mainly on breast, but sometimes on thigh
and tender muscle of broilers. Histological observations
of white-striped meat indicate an increase in degenera-
tive fibers associated with regeneration phenomenon
(nuclear rowing, multiple internationalized nuclei), vari-
ation in muscle fiber size, mononuclear cell infiltration,
adiposis, and fibrosis [5]. This myopathic pattern has
significant consequences for meat quality. WS fillets
have a higher fat content and a lower protein content
than normal fillets, resulting in meat of reduced nutri-
tional quality [6-10]. They also exhibit higher cooking
loss (CL), as a result of a lower water holding capacity
(WHC), and reduced tenderness [10-13]. In addition to
altering the sensory and technological properties of
meat, the severity of WS has negative effects on breast
fillet appearance and therefore on consumer purchases
[14]. Furthermore, meat affected by breast muscle myop-
athies can be downgraded or in some cases condemned,
leading to serious economic losses. This muscular defect
could also result in social acceptability issues regarding
animal welfare and meat quality [15].

WS etiology remains poorly understood even if
previous studies demonstrated that the prevalence of
this defect is directly related to broiler growth perfor-
mances [6, 11, 16, 17]. Bailey et al. provided the first
estimates of genetic parameters of chicken breast
muscle myopathies (WS, wooden breast, deep pectoral
myopathy) recorded in a high-yielding line or a
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moderate-yielding line [18]. WS was the most
common myopathy in both chicken lines. It was also
the most heritable one, with heritability values ran-
ging from 0.19 to 0.34. Although WS incidence was
significantly higher in the high-yielding line than in
the moderate-yielding line (49,6% vs 14,5%), the esti-
mated genetic correlations with body weight (BW)
and breast muscle yield (BMY) remained low to mod-
erate (0.06 to 0.23) in the two studied lines [18]. The
second study conducted by Alnahhas et al. showed a
strong genetic basis of WS (h> =0.65) measured in
two divergent lines of broilers selected for meat
quality through Pectoralis major pHu [19]. A high
genetic correlation between WS and BMY was re-
ported (rg=0.68) while it was moderate with BW
[19]. Difference in magnitude of genetic parameters
exist between the two studies (related to differences
of genetic backgrounds or of methods of estimation),
but they both indicate a role of genetic factors in the
expression of WS. However, no information is
currently available regarding the genomic architecture
of this trait.

The aim of this GWAS was to identify QTL for
WS as well as BMY and meat quality traits by taking
advantage of the two divergent lines of broilers se-
lected for Pectoralis major pHu and which exhibit the
muscular defect. A previous study showed that there
is a higher incidence of WS in line with high pHu
value [19]. One hypothesis is that the depletion of
glycogen reserves observed in the high pHu line
would be a predisposing metabolic environment for
WS development.

After the first step of QTL mapping, an eQTL de-
tection was performed for a few positional and/or
functional candidate genes. This made it possible to
better understand the associated molecular mecha-
nisms, and provided candidate genes and markers that
could be used in breeding programs to reduce the
prevalence of WS and, more generally, to improve
meat quality in broilers.

Results and discussion

Descriptive statistics

The descriptive statistics describing the distribution of
carcass composition and meat quality traits of the 558
broilers used for the current GWAS are shown in Table 1.
A logarithmic transformation was applied to the thiobar-
bituric acid-reactive substance index (TBA-RS), a marker
of lipid peroxidation, in order to normalize its distribution.
A chi® homogeneity test was performed to characterize
the distribution of normal fillets, fillets that were moder-
ately affected, and fillets severely affected by WS defect
between lines (pHu + and pHu-). The proportion of fillets
with each degree of WS severity was not the same in both
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Table 1 Means and standard deviation for body compasition and meat quality traits measured at 6 weeks

Traits* Number pHU + pHuU -

Male Female Male Female

(N=135) (N=143) N=118) N=162)
BW (g) 558 2990 + 298 2588 +222 2995 +327 2631+£186
PMY (96) 558 845+ 085 873+ 067 828+ 064 836+0.55
PmY (%) 555 1.86+0.15 200+0.16 1831013 1.94+0.12
BMY (96) 555 2063+ 1.84 2146+ 143 2021+£143 2061+ 1.24
TY (%) 556 2308+ 131 22404113 22674103 2210+ 097
AFP (%) 556 1.73+034 206+0.38 170+ 031 2034034
L* 556 4498+ 3.90 4475 £ 341 53.09+£291 52.65+3.10
a* 556 -0.28+061 -0.19+064 003+063 0.06+049
b* 554 1079+ 137 1072+ 1.28 1284 +£1.20 1270+ 1.10
DL (%) 558 214£152 1.91£1.08 442+ 149 419+1.40
CL %) 555 940+ 240 880+ 1.81 11.19+£2.18 1034+ 176
CCY (%) 536 8581+ 3.86 86.73+3.36 83.26+4.10 83.72+4.10
SF (N/cm?) 556 1144+ 214 10.85 + 2.08 1644 +£278 15.774.2.77
IFP (%) 555 1.54+ 047 1371037 1.58+ 039 1.33+£0.35
TBA-RS 554 0.35+042 0.28+0.34 057 +042 0454037
WS (%) 557 61.5 734 427 426

“BW body weight, PMY Pectoralis major yield, PmY Pectoralis minor yield, BMY breast meat yield, TY thigh yield, AFP abdominal fat percentage, L* lightness, a*
redness, b* yellowness, DL drip loss, CL cooking losses, CCY curing-cooking yield, SF shear force, /FP intramuscular fat content, TBA-RS thiobarbituric acid-reactive

substance, WS white striping

lines (p=2.6x10""%). There was a higher proportion of
normal fillets in the pHu- line than in the pHu + line
(57.3% vs 32.4%, respectively) and incidence of severe WS
was higher in the pHu + line than in the pHu- line (27.7%
vs 4.3%, respectively) (p = 7.5 x 107 '),

These results are in agreement with previous
studies reporting that meat with myopathy is often

characterized by a higher pHu value than normal
meat [11, 12, 19-22].

QTL detection
White striping
The GWAS performed on the whole population created
from the two divergent lines identified three SNPs that
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were significantly associated with WS at the chromo-
some level and located on GGA1l, GGA17, and GGA1S8
(Fig. 1, Table 2). This finding was not in favor of a
monogenic inheritance of WS since several QTLs
seemed to be involved in addition to the polygenic effect
included in the model (see Methods section). Moreover,
no co-localization with SNPs previously identified for
pHu in the same genetic population was observed [23],
which is not in favor of common genetic variants
between the two traits. In order to explore whether pHu
could indirectly influence WS, intra-line QTL detection
of WS was performed (Additional file 1: Figure S1). No
significant SNPs were detected in the pHu- line, while
eight SNPs were significant at the chromosome thresh-
old in the pHu + line (Table 3). They confirmed the two
regions previously detected on GGA1 and GGA17 in the
entire population and identified a new one on GGA20.
The SNP identified with the lowest p-value was also the
most significant SNP associated with WS in the entire
population (Gga_rs13899127 on GGA1). Five SNPs sig-
nificant at the GGA1 threshold co-localized with this
SNP. Furthermore, we recovered the same SNP on
GGA17 as the one associated with WS in the entire
population (Gga_rs15804842).

For this SNP, the minor allele frequency (MAF) was
similar in both lines (MAF = 0.446 and MAF =0.478 in
the pHu + and pHu- lines, respectively), but the SNP ef-
fect was higher in the pHu + line than in the pHu- line
(B=-32x10"" and B =-6.5x10"% respectively). This
illustrated that unless no co-localization was observed
between WS and pHu QTLs, there might be an
interaction between the genetic control of WS and the
metabolic and physiological status of the two lines.

Body composition and meat quality traits

Three SNPs were significant at the genome threshold,
while 39 SNPs were significant at the chromosome level
for body composition and meat quality traits (Table 2).
These SNPs were mostly associated with CL and drip
loss (DL), color parameters, and Pectoralis major and
minor yields (PMY and PmY, respectively). They defined
15 QTL regions distributed over 11 chromosomes. As
for WS, these results strongly suggested a polygenic in-
heritance of the studied carcass and meat quality
parameters.

More than one third of the detected SNPs were lo-
cated on GGA4 and defined two QTL regions (QTL3,
QTLA4). The first one (QTL3) was defined by a unique
SNP (GGaluGA263381 at 65.97 Mb) which controlled
both PMY and BMY. Interestingly, this SNP was also
close to significance for WS (p=3.5x10" 5 not shown
in the table). The second one (QTL4) (90.82 to
91.20 Mb) contained three genome-wide significant
SNPs for CL as well as several chromosome-wide
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Table 2 Significant SNPs for white striping, body compaosition,
and meat quality traits

Traits®  QTLP GGA  SNPID Position® P-value®

L* Qm 1 Gga_rs13841646 26417615  7.27x107°
L* QT 1 GGaluGADD9377 26433696  7.27x107°
L* QL 1 Gga_rs15215403 26454554  7.27x 1078
WS Q2 1 Gga_rs13899127 87535862 462X 107°
PMY QrL3 4 GGaluGA263381 65974471 696X 107°
BMY QT3 4 GGaluGA263381 65974471  913x107°
al QT4 4 Gga_rs16454334 90828977  838x10°°
L QT4 4 GGaluGA271193 90,877,143 139x107°
L QT4 4 GGaluGA271212 90940405  7.30x107°
&k QTL4 4 GGaluGA271252 91,016447 1.12%107°
L QL4 4 Gga_rs13776465 91056759  6.05% 107
L QT4 4 Gga_rs16454745 91,098,157  1.02x107®
DL QTL4 4 Gga_rs16454745 91,098,157  5.15%107°
L* QL4 4 Gga_rs16454745 91,098,157  901x107°
b* QT4 4 Gga_rs16454745 91,098,157  1.59x107°
L QT4 4 Gga_rs14506759  91,113465 227X 1077
DL QT4 4 Gga_rs14506759 91113465  232x10°°
L* QT4 4 Gga_rs14506759 91113465  551x107°
b* QT4 4 Gga_1s14506759  91,113465  117x107°
cL QL4 4 Gga_rs15648179 91195923  1.76Xx10°°
DL QT4 4 Gga_rs15648179 91195923  1.70x107°
PMY QrLs 5 Gga_1s14515278 11,832,057  1.99%1073
DL QrLe 5 Gga_rs13794130 20549458 164X 107°
DL QrLe 5 GGaluGA278338 20902598  1.81x107°
L QrLe 5 Gga_1s16475257 20,970,166  7.14x107°
PmY QrL7 5 GGaluGA289933 53765237  1.23x107°
SF QrLs 5 Gga_1s14554568 56426990 226X 1073
PMY QT 8 GGaluGA333125 28864644  179%107°
a* Qrio 12 Gga_rs14032735 3,153,630 350%107°
a* QrLio 12 Gga_1s14033649 3,956,551 367%107°
b* QT 14 GGaluGA101062 5,003,931 536X 107%
WS Qriz 17 Gga_rs15804842 2,376,482 5.07x107%
WS QT3 18 Gga_1s14108368 2,766,387 502%107°
PmY QT4 19 Gga_rs14115815 1,020,966 539% 1072
PmY QT4 19 Gga_rs15044017 1,037,551 564%107°
DL QrLis 24 Gga_1s16197733 4,335,811 158%107°
b* QrLs 24 Gga_rs16197733 4335811 612% 1072
at Qre 25 Gga_rs15561568 1,745,235 1.14x1074
a* QrLie 25 GGaluGA194453 1,793,966 6.68%107°
a* Qre 25 Gga_rs16741571 2,129,327 412%107°
cey Qr7 - 26 GGaluGA197797 4,554,077 524 %107
b* Qrig 27 Gga_1s16205408 2,040,050 1.08x 107

® # lightness, WS white striping, PMY Pectoralis major yield, BMY breast
meat yield, CL cooking losses, DL drip loss, b* yellowness, PmY Pectoralis
minor yield, SF shear force, a* redness, CCY curing-cooking yield

B Name of the QTL region

¢ Positions are indicated on galgal5 assembly

4 Genome-wide significant P-values are indicated in bold
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Table 3 Significant SNPs for white striping in the pHu + line

GGA SNP ID Position® P-value

1 Gga_rs13899127 87,535862 133%x10 ¢
1 Gga_rs13899410 87,752,766 220%10 °©
1 GGaluGAD30724 87,760,003 220%10 °
1 Gga_rs14856166 88,384,404 298%10 °
1 Gga_rs13900230 88,416,292 298%10 °
1 Gga_rs13900307 88,438,949 298x%10 °
17 Gga_rs15804842 2,376,482 1.11x10 °
20 Gga_rs15177428 10,347,742 278%x10 °

? Positions are indicated on galgal5 assembly

significant SNPs for DL, lightness (L*) and yellowness
(b*) of the meat. There were two common SNPs
between DL, CL, L* and b* (Gga_rs1654745 at 91.09 Mb
and Gga_rs14506759 at 91.11 Mb) and one more
common SNP between CL and DL at 91.20 Mb
(Gga_rs15648179). As illustrated in Fig. 2, the QTL4 re-
gion appeared to be a pleiotropic region controlling both
the WHC (through DL and CL), and the meat color
(through L* and b*). Although strong genetic correla-
tions have already been reported between these parame-
ters and the meat pHu in chickens [24, 25], no QTL for
pHu was found nearby [23]. Similarly, we did not
observe any co-localization with QTL of WS, which can
also impair WHC and meat color [11].

Two additional pleiotropic regions were evidenced
(QTL6, QTL15), one for DL and CL on GGA5 (20.55 to
20.97 Mb), and the other, for DL and b* on GGA24
(4.33 Mb).

A significant positive genetic relationship between WS
and intramuscular fat content (IMF) had previously been
reported in this population [19], suggesting that IMF
could be a useful quantitative predictor of WS. However,
no significant SNPs were detected for IMF in the current
study, maybe because this trait was controlled by many
genes with too small effects. In the same way, no QTLs
were found for the measurements of TBA-RS index, a
marker of lipid peroxidation.

Identification of candidate genes

WS phenotype

Identification of genomic regions involved in the control
of WS is an opportunity to improve our understanding
of the molecular mechanisms underlying the appearance
of this defect. For that, we looked for candidate genes
within several regions of interest. They comprised the
three significant WS-QTL regions (on GGAl, GGA17,
and GGA18), the GGA4 region for which a pleiotropic
effect with BMY was suggested, and two additional sug-
gestive regions for which SNPs (Gga_rs16576992 at
451 Mb on GGA7 and GGaluGA071697 at 16.43 Mb
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on GGA10) close to significance were detected (p=
7.52 x 107 ° and 6.60 x 10~ ° respectively).

Using an R software package (Gviz) [26], we visualized
the gene environment around these different regions of
interest (Additional file 2: Figure S2, Additional file 3:
Figure S3, Additional file 4: Figure S4, Additional file 5:
Figure S5 and Additional file 6: Figure S6). Potential
candidate genes were selected based on their proximity
with a significant SNP and/or their biological function
(Table 4). Most of the selected genes are involved in
muscular structure and processes related to muscle fiber
regeneration and repair (i.e, MYH15, MYHIE, MYHIB,
MYHIE MYHI3, MYOCD), adiposis and fibrosis
(PDGFRa), extracellular matrix or sarcolemma compo-
sition (i.e., COL6A3, FNI, SGCB), muscle metabolism
(PNPLA7), and human neuromuscular disorders (i.e.,
FN1, COL6A3, SGCB, LRSAM]I).

The Myosin Heavy chain 15 gene (MYHIS5) located
in the region of interest on GGA1l (Additional file 2:
Figure S2) is involved in the contraction, develop-
ment, and regeneration of avian skeletal muscles [27].
The most significant SNP associated with WS is
located in the gene itself.

The Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha
gene (PDGERa), which is located upstream of the SNP
of interest for WS and BMY on GGA4 (Additional file 3:
Figure S3), is known to be a marker of fibro-adipogenic
precursors (FAPs) recently characterized as playing a
role in muscle regeneration and repair. Under patho-
logical conditions like muscular dystrophy, FAPs differ-
entiate into fibroblasts and adipocytes, leading to fat and
connective tissue infiltration. In addition, FAPs promote
myoblast differentiation in co-cultivation experiments
[28]. The Sarcoglycan Beta gene (SGCB) is another gene
of interest for the GGA4 region (Additional file 3: Figure
S3) as it codes for the beta sarcoglycan protein, a
member of the sarcoglycan complex located to the
sarcolemma. This subcomplex of the dystrophin-
associated glycoprotein complex (DAG complex)
contributes to muscle tissue structure maintenance and
stability and transfer of mechanical strength all along
the sarcolemma during muscle contraction. Mutations
in this gene were identified in human limb-girdle
(LGMD1E) muscular dystrophy [29]. It has been shown
that transgenic beta-sarcoglycan-deficient mice exhibited
progressive muscular dystrophy with extensive degener-
ation and regeneration of muscle fibers [30]. These mice
also exhibited muscular hypertrophy and whitish stripes
within the muscles [30]. This makes SGCB an interesting
positional and functional candidate gene for the QTL3
region, for which a pleiotropic effect on WS and BMY
was suggested.

The Fibronectin 1 gene (FN1) is the closest gene to the
WS QTL region on GGA7 (Additional file 4: Figure S4)
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and encodes a glycoprotein, which contributes to the
creation of fibers and extracellular matrix during tissue
repair after degeneration. In addition, an increase in fi-
bronectin levels is a biomarker of Duchenne muscular
dystrophy [31]. The Collagen type VI Alpha 3-chain gene
(COL6A3) is another interesting gene for this region
(Additional file 4: Figure S4). It produces collagen
molecules found in the extracellular matrix and surroun-
ding cells that make up the muscles used for movement.
Mutations in this gene are associated with Bethlem myop-
athy and Ullrich congenital myopathy [32].

One candidate gene in the region of interest on
GGA17 (Additional file 5: Figure S5) is the Leucine-rich
Repeat and Sterile Alpha Motif containing 1 gene
(LRSAMI). It encodes an ubiquitin-protein ligase with a
role in sorting internalized cell-surface receptor proteins.
Mutations in the LRSAMI gene have been shown to
cause an axonal form of Charcot-Marie-Tooth hereditary

neuropathy (CMT2P), characterized by progressive
muscle weakness and atrophy [33]. A second candidate
gene, Patatin-like Phospholipase domain containing 7
gene (PNPLA7), is an insulin-regulated lysophospholi-
pase expressed in muscle and fat. The regulation of its
expression by nutritional status and insulin suggests a
role in the catabolism of lipid precursors and/or
mediators that affect energy metabolism in mammals
[34]. Furthermore, another member of the patatin
family, PNPLA2, is involved in neutral lipid storage dis-
ease associated with myopathy that is characterized by
the accumulation of triglycerides in multiple tissues [35].
The last candidate gene of this region, Tubulin Beta-4B
chain (TUBB4B), codes for a protein (tubulin) which is
the major constituent of microtubules. Microtubules are
major constituents of the cytoskeleton and have major
roles in maintenance of the cell structure and intracellu-
lar transport.
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Table 4 Set of genes selected for eQTL detection
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Trait Candidate gene Name Gene ID GGA Start® End®

WS MYHIS myosin heavy chain 15 395,534 1 87,501,148 87,547,719
WS PDGFRa platelet derived growth factor receptor alpha 395,509 4 65,808,218 65,842,682
WS SGCB sarcoglycan f3 422,760 4 66,587,612 66,593,633
WS FNT fibronectin 1 396,133 Z 4389536 4439464
WS COL6A3 collagen type VI alpha 3 chain 396,548 7 4808,221 4861524
WS LRSAMT leucine-rich repeat and sterile alpha motif containing 1 417,265 17 2,026,150 2,051,581
WS PNPLA7 patatin-like phospholipase domain containing 7 427774 17 2,080,356 2,196,812
WS TUBB4B tubulin beta 4B class Vb 417,255 17 2,368,202 2,370,299
WS MYHIE miyosin heavy chain 1E 427,788 18 588,354 611,030
WS MYHIB myosin heavy chain 18 374,069 18 633,783 651,055
WS MYHIF myosin heavy chain 1F 768,566 18 431,376 449,075
WS MYHI3 miyosin heavy chain 13 8735 18 346,675 384,341
WS MYOCD myocardin 427,790 18 830,396 930411
CL, DL, L*b* DYSF dysferlin 425,353 4 91,211,949 91,279,004
CL, DL, L*b* CAV3 caveolin 3 378,796 12 19,314,666 19,318,095
CL, DL, L*b* CAPN3 calpain 3 423,233 5 25645486 25,673,883

? Positions are indicated on galgal5 assembly

Finally, in addition to MYH15 on GGAL, four fast my-
osin heavy chain isoforms (ie. MYHIE, MYHIB,
MYHIF, and MYH13) and myocardin (MYOCD) were
selected. As shown in Additional file 6: Figure S6, these
genes are grouped within a cluster located at the begin-
ning of GGA18 (0.35 to 0.93 Mb), near the QTL region
associated with WS (2.77 Mb). Out of all the groups of
myosins, we chose to focus on them because they are
fairly well annotated. Furthermore, a previous histo-
logical study on the same genetic lines highlighted a
greater expression of embryonic (MYH1B) and neonatal
(MYHIF) myosin heavy chain isoforms and a lower ex-
pression of adult myosin heavy chain (MYHIE) in the
pHu + than in the pHu- muscle, which is consistent with
a stronger muscle fiber regeneration process [36]. In
addition, a transcriptomic study on the same model
showed differential expression of MYHI13 and MYOCD
genes between normal and WS fillets [37].

Other meat quality phenotypes

Because of its high level of significance and pleiotropic
effect on CL, DL, L* and b* we looked for candidate
genes within the QTL4 region (Table 2). Visualization of
the gene environment showed that the dysferlin (DYSF)
gene (91.21-91.27 Mb) is close to the QTL region (90.82
to 91.20 Mb) (Additional file 7: Figure S7). The dysferlin
gene encodes a protein that is found in the sarcolemma.
It is involved in sarcolemma repair and some results
suggest that dysferlin may also be involved in the
formation of new muscle fibers (regeneration) and in-
flammation [38]. Furthermore, dysferlin was identified as

a gene that is mutated in limb-girdle muscular dystrophy
and some congenital myopathies. Some studies demon-
strated that dysferlin-null mice developed progressive
muscular dystrophy caused by failure of plasma
membrane repair in muscle [38, 39]. Two genes
encoding for skeletal muscle proteins (i.e. caveolin 3 and
calpain 3) were added to the set of genes of interest both
for their interaction with the dysferlin gene [40, 41], and
their involvement in human limb-girdle muscular
dystrophies (LGMD1C and LGMD?2A, respectively)
[42, 43]. Caveolin 3 (CAV3) may play a key role in
the fusion of myoblasts into myotubes during the
maturation process of muscle fibers. Calpain 3
(CAPN3) is an intracellular protease specific to the
muscle, involved in the calcium-dependent proteolytic
system. They are known to catalyze the limited prote-
olysis of proteins (i.e., desmin and vimentin) involved
in cytoskeletal modelling or signal transduction and
to play a role in regeneration processes [44, 45].

Of the 16 candidate genes considered in the study,
whether for WS or meat quality phenotypes, more than
half are components of the extracellular matrix, sarco-
lemma, or muscles. Interestingly, several of them (ie.,
COL6A3, CAV3, CAPN3, DYSEF, SGCB) are associated
with, or are members of the dystrophin complex. This
complex contains dystrophin, which is at the origin of
the genetic defect causing Duchenne muscular dystrophy
(DMD) in humans, and establishes a direct link between
the actin cytoskeleton and the extracellular matrix [46].
Thus, it participates in maintaining the extracellular
matrix and sarcolemma. A perturbation within this
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complex or these associated proteins, such as a loss of
the mechanical link between the cytoskeleton, extracel-
lular matrix, and sarcolemma, may result in muscle
fragility, contraction-induced damage, and necrosis [47].

eQTL detection
GWAS can be applied in order to map eQTLs that
control the transcript level of genes. Co-localization
between phenotypic QTLs and eQTLs is particularly
useful in order to identify candidate genes, which are
potentially causative [48]. In the current study, the
expression of all identified candidate genes was quan-
tified using RT-qPCR. After GWAS analysis, 132
SNPs were found to be significantly associated with
molecular phenotypes including 24 SNPs significant at
the genome threshold (Additional file 8: Table S1).
They defined 21 eQTL regions located on 16
chromosomes.

eQTLs are categorized as cis or fraus, where cis eQTLs
represent a polymorphism physically located near the
gene itself, for example, a promoter polymorphism that
gives rise to differential expression of the gene [48]. In
the current study, we defined as cis eQTLs, SNPs that
were within 1 Mb of the annotated start or stop site of
the corresponding structural gene. eQTLs that did not
fulfill this condition were considered to be frans eQTLs.
These regions could, for example, contain a polymorph-
ism in a transcription factor that correspondingly
modulates the level of transcripts for target genes [48].
Of the 21 eQTL regions, three were cis eQTLs and 18
were frans eQTLs.

Page 8 of 14

Cis eQTLs

The first cis eQTL relates to LRSAMI gene. Out of 31
significant SNPs associated with its expression, 28 were
located in a region close to the gene (eQTL15) and one
was in the gene itself (Gga rs15034052 at 2.04 Mb).
Eleven out of these 29 SNPs were significant at the
genome threshold (Fig. 3, Additional file 8: Table S1).

The second cis eQTL relates to MYHIF gene. Of the
16 SNPs significantly associated with its expression, two
were significant at the genome threshold on GGA18
(Additional file 9: Figure S8, Additional file 8: Table S1).
The expression of MYHIF is associated with 14 SNPs,
which are close to the gene (¢QTL16) and located within
a region containing the cluster of myosin heavy chain
isoforms.

The last cis eQTL relates to CAV3 gene. GWAS ana-
lysis identified 29 SNPs significantly associated with gene
expression and which defined two eQTL regions, one cis
eQTL on GGA12 (eQTL13) (Additional file 10: Figure
S9) and one frans eQTL on GGAl18 (eQTL17)
(Additional file 8: Table S1). In contrast to the two other
cis eQTLs, the CAV3 cis eQTL was significant only at
the chromosome level.

Trans eQTLs

Among all frans eQTLs (Additional file 8: Table S1),
four regions seem to control several molecular pheno-
types. The first one is on GGA2 (eQTL3), where a single
SNP is associated with the expression of PNPLA7 and
DYSF genes (Gga_rs14139566 at 12.55 Mb). The second,
on GGA6 (eQTL9), includes several SNPs for the
MYHIB gene, and one single SNP for MYHIB, DYSF
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and PDGFRa (Gga_rs14581613 at 2.03 Mb). The third re-
gion is located on GGA22 (eQTL18) where two single
SNPs are identified (GGaluGA186934 at 2.90 Mb and
GGaluGA186952 at 2.94 Mb), for LRSAM1, PNPLA7 and
TUBB4B gene expression. Finally, one last region appears
to control several molecular phenotypes on GGA4
(eQTL6). This region is associated with the expression of
EN1, MYHI13, COL6A3, and CAPN3. Of the six SNPs sig-
nificantly associated with these molecular phenotypes, half
are associated with at least two gene expressions: one sin-
gle SNP between FNI and MYH13 (Gga_rs16454745 at
91.10 Mb), another between FNI and COL6A3
(Gga_rs14506759 at 91.11 Mb), and finally a last between
the four genes (Gga_rs15648179 and 91.20 Mb) (Fig. 4).
This last region seems particularly interesting since it reg-
ulates the expression of three genes involved in human
muscle diseases, as a biological marker (FNI) or genetic
markers (COL6A3 and CAPN3).

Page 9 of 14

Co-localization between QTLs and eQTLs

Interestingly, several co-localizations between QTL and
eQTL regions were observed on GGA4, GGAS5, and
GGGAL17, which could suggest causative genes and gene
networks involved in the variability of meat quality traits
or breast meat yield.

White striping

The first co-localization concerns the region of GGA17
associated with both the expression of LRSAMI gene
and WS defect (eQTL15 and QTL12) (Additional file 8:
Table S1, Additional file 11: Table S2). The level of sig-
nificance was much higher for the molecular phenotype
than for the WS phenotype, which suggested a tighter
regulation of the gene expression by this region.
Although three genes of interest (LRSAMI, PNPLA7,
TUBB4B) were tested for this region, only LRSAMI was
significantly regulated and appeared to be a putative
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causative gene. In addition to being a positional and ex-
pressional candidate gene, LRSAMI is also a functional
candidate gene, since a mutation in this gene results in a
form of hereditary motor and sensory neuropathy where
slowly progressive distal muscle weakness and atrophy
were observed [33].

A cis eQTL for the neonatal myosin heavy chain form
MYHIF (0.30 to 0.83 Mb) was also observed near the
QTL associated with WS on the region of interest on
GGA18 (2.77 Mb). Embryonic (MYHI1B) and neonatal
(MYHIF) forms of myosin heavy chain are found in
breast muscle during its early development or in muscle
fibers regeneration. A characterization of the muscle
fibers was previously performed in the pHu + and pHu-
lines. The muscle fibers of the pHu+birds were
characterized by a higher number of cells expressing the
developmental embryonic and neonatal isoforms of the
fast myosin heavy chain [36], as well as a higher inci-
dence of WS than was found in pHu- muscle fibers [19].
MYHIF could be an interesting molecular marker of WS
in relation to the regeneration process. However, we
cannot conclude that there is a single mutation affecting
this molecular phenotype and WS, since the positions of
the QTL and eQTL were rather distant.

Body composition and meat quality traits

A first co-localization was found on GGA5 between
PMY QTL (QTL5) and SGCB-eQTL (eQTL7) (Add-
itional file 8: Table S1, Additional file 11: Table S2). As
previously reported, mutations within this gene result in
a loss or a large decrease in the sarcoglycan complex
[30]. Mice carrying the mutation are hypertrophic and
larger than wild-type phenotypes. No significant SNP for
WS was found in this region in the current study, which
did not support any role of the region in the genetic re-
lationship observed between PMY and WS in this popu-
lation [19]. Nevertheless, our results indicated that
SGCB could be an interesting molecular actor to
consider in future studies on the control of muscle
development and integrity.

Another co-localization was found on GGA4, between
the previously identified pleiotropic region (QTL4)
containing the SNPs strongly associated with CL, DL,
and color parameters (L* and b*), and the eQTL region
controlling FNI, COL6A3, MYHI13, and CAPN3
expression (eQTL6). This region seems to regulate meat
quality phenotypes possibly related to muscle cell integ-
rity and expression of genes involved in human neuro-
muscular disorders, as well as in the structure and
composition of muscle fibers.

The QTL mapping revealed several regions of im-
portance for the control of meat quality phenotypes.
The eQTL analysis suggested some candidate genes
and molecular networks associated with WS and meat
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quality traits. On the other hand, the eQTL analysis
for MYHI15, SGCB, and DYSF did not evidence any
co-localizations with WS nor with meat quality traits.
However, we cannot exclude an effect of these genes.
They remain interesting candidate genes whose action
could be modulated by mutations in the coding re-
gion, leading to variations in protein stability or en-
zymatic activity, or by post-translation modification
[48]. This was the case for the RN gene (Rendement
Napole) in pigs where a loss of function mutation in
the PRKAG3 gene is associated with an excess of
glycogen content in the skeletal muscles [49]; or for
the MSTN gene (myostatin), for which a loss of
function mutation results in muscular hypertrophy in cat-
tle and sheep [50]. Further analyses are needed to eluci-
date the role of these genes in the initiation of biological
processes involved in the appearance of WS defect and
more generally in poultry meat quality variations.

Conclusions

This study reported the first QTLs for WS in chicken. It
did not support the existence of a major gene, but was in
favor of a polygenic inheritance of the defect and of the
other studied meat quality traits. We identified several
candidate genes involved in muscle metabolism and struc-
ture, and also in neuromuscular disorders for some of
them. The eQTL analyses confirmed that they were part
of molecular networks associated with WS and meat qual-
ity phenotypes and suggested a few putative causative
genes. This study provides a first set of molecular and
genetic markers for WS that will have to be validated and
enriched by the study of additional genetic populations
and the integration of molecular and genetic information.

Methods

Birds and housing

Meat pHu reflects the level of muscle glycogen content and
is a determining criterion of meat quality. In this study we
used two broiler lines divergently selected for Pectoralis
major pHu according to a breeding scheme described in
Alnahhas et al. [25] and which exhibit WS defect.

WS, body composition, and meat quality traits were
evaluated in 558 birds (253 males and 305 females) from
the 6th generation of divergent selection (G6). Of this
total, 278 broilers (135 males and 143 females) were
from the pHu + line (selected for high breast pHu value)
and 280 broilers (118 males and 162 females) from the
pHu- line (selected for low breast pHu value). Birds were
reared as a single population (males and females from
both lines), following standard rearing practices and had
ad libitum access to feed and water. They were produced
in two successive batches and slaughtered at 6 weeks of
age at the PEAT experimental unit (INRA, Centre Val de
Loire, Nouzilly, France). After hanging the birds on the
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processing chain, they were automatically stunned in a
water bath using a constant electric current and slaugh-
tered manually by cutting the carotid artery and the
jugular vein at the ventral surface of the neck from in-
side the oral cavity. Samples of P. major were collected
fifteen minutes after slaughter, snap-frozen in liquid ni-
trogen and stored at —80 °C until further analysis.
Breasts were visually graded a day after slaughter by one
trained person. The categories of WS were defined ac-
cording to a modified version of the scale of Kuttappan
et al. [14] to account for the lower degree of severity in
our experimental population (0 =normal, absence of
WS, 1=moderate white striping, corresponding to stri-
ation thickness <1 mm, and 2 =severe occurrence of
white striping, corresponding to striation thickness >
1 mm). Body composition was characterized for all birds
through the measurement of BMY, abdominal fat per-
centage (AFP), PMY, PmY and thigh vyield (TY)
expressed in relation to body weight (BW). Breast meat
quality was evaluated on Pecforalis major muscle
through the measurement of color parameters (L*, a*,
b*), CL, DL, Warner-Bratzler shear force (SF) of cooked
meat, curing-cooking yield (CCY), IMF, and TBA-RS
index. All these measurements were realized as de-
scribed in Alnahhas et al. [19].

Genotyping

The 558 birds were genotyped at Labogena Laboratory
(Jouy en Josas, France) using the Illumina chicken SNP
57 K Beadchip containing 57,636 SNPs. Quality control of
the genotype data was performed using PLINK 1.9 and
included animal call rate (>95%), SNP call rate (>95%),
and minor allele frequency (> 5%). Finally, after filters, all
animals were kept and 40,195 out of 57,636 SNPs distrib-
uted along 28 autosomal chromosomes were validated for
further analyses.

Gene expression

Gene expression was determined by RT-qPCR per-
formed on one batch of animals from the 6th generation
of divergent selection (145 pHu+, 136 pHu-), as
described by Beauclercq et al. [36]. Total RNA was ex-
tracted from Pectoralis major muscle sampled for each
individual, using RNA NOW (Ozyme, St Quentin en
Yvelines, France). Ten pg of RNA from each sample
were reverse-transcribed using RNase H"MMLYV reverse
transcriptase (Superscript II, Invitrogen, Illkirch, France)
and random primers (Promega, Charbonniéres les Bains,
France). Primers targeting the studied genes were
designed with Primer3 version 4.0.0 [51, 52]. The list
of primer sequences is available in Additional file 11:
Table S$2. Their products of amplification were
analyzed by electrophoresis and further sequenced.
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The level of mRNA expression of candidate genes was
quantified using a Fluidigm Biomark microfluidic device
(Fluidigm, South San Francisco, CA, USA) according to
the manufacturer’s protocol (ADP37). Because MYHIS
and PDGFRa genes were added to the list of candidate
genes later, their expression was quantified by RT-qPCR
using a Roche LightCycler® 480 II (Roche Applied Sci-
ence, Penzberg, Upper Bavaria, Germany) and the Tak-
yon® (Eurogentec, Liege, Belgium), according to the
manufacturer’s recommendations. Quantitative PCR
conditions were set at 95 °C for 5 min, followed by
forty-five cycles of 10 s at 95 °C, 20 s at 60 °C and 10 s
at 72 °C. Two references were used: PDE3B (phospho-
diesterase 3B), which is invariant whatever the sex and
degree of severity of WS within and between the lines,
was used as the housekeeping gene to normalize the Ct
values; and a mix of chicken Pectoralis major muscle
c¢DNA. The calculation of absolute mRNA levels was
based on the PCR efficiency and the threshold cycle
(CT) deviation of an unknown c¢DNA versus the control
c¢DNA according to the equation proposed by Pfaffl [53].
The normalized Ct values (AACt) were used as the
molecular phenotype for the GWAS analyses.

QTL and eQTL detections

Genome-wide association studies were performed on
classical and molecular phenotypes using an univariate
linear mixed model (LMM) implemented in GEMMA
(Genome-wide Efficient Mixed Model Association) soft-
ware [54]. The model used for analyses was:

y=Wa+xf+u+e,

where y is a n-vector of phenotypes for n individuals, W
the n x ¢ matrix of covariates which contains fixed ef-
fects of sex and batch (only sex effect for eQTL detec-
tion) and including a column of 1 s for the general
mean, « the c-vector of the corresponding coefficients
including the intercept, x the n-vector of marker geno-
types, B a p-vector of marker effects, u the n vector of
polygenic effects, and € the n-vector of the residuals. u
follows a multivariate normal distribution: u ~ MVN_(0,
N 1K) where 7! is the variance of the residual errors, A
is the ratio between the genetic variance (variance ex-
plained by the SNPs) and the residual variance, and K is
a known n x n relationship matrix estimated from geno-
types, using a n x p matrix of genotypes (X):

1¢ - =
K= EZ(Xf—lnxi)(xi—lnxi)T'
=1

This expression was used to calculate K where x; is
the ith column representing genotypes of ith SNP, %; is
the sample mean and 1, is a n x 1 vector of 15s. € follows
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a multivariate normal distribution: € ~ MVN,(0,171,)
where L, is an n x n identity matrix.

To control the family-wise error rate (FWER) in the
context of multiple hypothesis testing, a Bonferroni
correction at 0.05 significant level was applied for
both genome-wide and chromosome-wide thresholds
(significant level = a/number of SNPs). Any SNP with
a P-value <1.21x107° was considered to be signifi-
cantly associated at the genome-wide threshold. The
chromosome-wide significance thresholds ranged from
7.56 x 107 ° to 3.36 x 10” %, depending on the chromo-
some size.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Manhattan plot showing the association of
SNPs with WS in the pHu +{a) and the pHu- {b) line. Black line represenits
the 5% genome-wide threshold, red line the 5% GGA1-wide threshold,
blue line the 5% GGAT7-wide threshold and purple line the 5% GGAZ20-
wide threshold. {DOCX 1204 kb)

Additional file 2: Figure S2. Gene environment of the region of
interest for WS on GGA1. The first track corresponds to the chromosome
1 where the region of interest is indicated by a red line. The second track
corresponds to the genomic axis for the region of interest. The third
track corresponds to the gene model based on GalGals assembly. The
last track corresponds to the Manhattan plot of the region of interest
where the orange line represents the chromosome threshold and the
most significant SNP for WS is highlighted in red. {PDF 8 kb)

Additional file 3: Figure S3. Gene environment of the region of
interest for WS and BMY on GGA4. The first track corresponds to the
chromosome 4 where the region of interest is indicated by a red box.
The second track corresponds to the genomic axis for the region of
interest. The third track corresponds to the gene model based on
GalGals assembly. The two last tracks correspond to the Manhattan plot
of BMY and WS respectively, on the region of interest, where the orange
line represents the chromosome threshold and the most significant SNP
for WS and BMY is highlighted in red. {PDF 10 kb)

Additional file 4: Figure S4. Gene environment of the region of
interest for WS on GGA7. The first track corresponds to the chromosome
7 where the region of interest is indicated by a red box. The second track
corresponds to the genomic axis for the region of interest. The third
track corresponds to the gene model based on GalGals assembly. The
last track corresponds to the Manhattan plot of the region of interest
where the orange line represents the chromosome threshold and the
most significant SNP is highlighted in red. {PDF 8 kb)

Additional file 5: Figure S5. Gene environment of the region of
interest for WS on GGA17. The first track corresponds to the
chromosome 17 where the region of interest is indicated by a red box.
The second track corresponds to the genomic axis for the region of
interest. The third track corresponds to the gene model based on
GalGals assembly. The last track corresponds to the Manhattan plot of
the region of interest where the orange line represents the chromosome
threshold and the most significant SNP is highlighted in red. {(PCF 9 kb)

Additional file 6: Figure S6. Gene environment of the region of
interest for WS on GGA18. The first track corresponds to the
chromosome 18 where the region of interest is indicated by a red box.
The second track corresponds to the genomic axis for the region of
interest. The third track corresponds to the gene model based on
GalGals assembly. The last track corresponds to the Manhattan plot of
the region of interest where the orange line represents the chromosome
threshold and the most significant SNP is highlighted in red. (PDF 10 kb)

Additional file 7: Figure S7. Gene environment of the pleiotropic
region on GGA4. The first track corresponds to the chromosome 4 where

the region of interest is indicated by a red box The second track
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corresponds to the genomic axis for the region of interest. The third
track corresponds to the gene model based on GalGal5 assembly. The
last track corresponds to the Manhattan plot of CL, which has the most
significant SNP in the pleiotropic region. Orange line represents the
chromosome threshold and the most significant SNP is highlighted in
red. {PDF 9 kb)

Additional file 8: Table S1. Significant SNPs for the level of expression
of the 16 candidate genes. {DOCX 36 kb)

Additional file 9: Figure 8. Manhattan plot showing the association of
SNPs with MYHIF expression. Black line represents the 5% genome-wide
threshold and blue line the 5% GGA18-wide threshold. {DOCXK 560 kb)

Additional file 10: Figure S9. Manhattan plot showing the association
of SNPs with CAV3 expression. Black line represents the 5% genome-wide
threshold and green line the 5% GGA12-wide threshold. {DOCX 585 kb)

Additional file 11: Table S2. Primer sequences of the 16 candidate
genes and the housekeeping gene (PDE3B). {DOCX 14 kb)
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Additional file 8: Table S1.

Phenotype* | eQTL | GGA SNP ID Position** | p_yq|ye*** | Corresponding
(pb) QTL
MYH15 eQTL1 1 | Gga_rs15350490 | 93828600 | 2.95x 10°
MYH15 eQTL1 1 | GGaluGA033104 | 93885278 | 2.95x 10
DYSF eQTL2 2 | Gga rs14138708 | 11017062 | 9.66 x 10
PNPLA7 eQTL3 2 | Gga rs14139566 | 12547472 | 1.29 x 10
DYSF eQTL3 2 | Gga rs14139566 | 12547472 | 5.21 x 10°
SGCB eQTL4 2 | Goga_rs14142253 | 14889365 | 552 x 107
SGCB eQTL5 4 | Gga_rs15633060 | 82783597 | 2.02 x 10°®
SGCB eQTL5 4 | Gga_rs14498069 | 82805850 | 1.33x 10°®
FN1 eQTL6 4 | GGaluGA271193 | 90877143 | 1.13x 10° QTL4
FN1 eQTL6 4 | GGaluGA271252 | 91016447 | 1.38x 10° QTL4
FN1 eQTL6 4 Gga_rs13776465 | 91056759 | 6.82 x 10° QTL4
FN1 eQTL6 4 Gga_rs16454745 | 91098157 | 1.27 x 1077 QTL4
MYH13 eQTL6 4 Gga_rs16454745 | 91098157 | 1.21 x 10 QTL4
FN1 eQTL6 | 4 | Gga_rs14506759 | 91113465 | 4.33x 107 QTLA
COLBA3 eQTL6 4 Gga_rs14506759 | 91113465 | 1.29 x 10 QTL4
FN1 eQTL6 | 4 | Gga rs15648179 | 91195923 | 1.21 x 10°® QTL4
COLGA3 eQTL6 4 Gga_rs15648179 | 91195923 | 1.62 x 10 QTL4
MYH13 eQTL6 4 | Gga_rs15648179 | 91195923 | 1.04 x 10° QTL4
CAPN3 eQTL6 4 | Gga_rs15648179 | 91195923 | 2.85x 10°® QTL4
SGCB eQTL7 5 | Gga_rs14514700 | 10813149 | 1.45x 10° QTL5
MYH15 eQTLS8 6 Gga_rs14569880 7846186 | 3.59 x 1077
MYH1B eQTL9 6 | GGaluGA300550 | 18876300 | 2.24 x 10°
MYH1B eQTL9 6 | GGaluGA300856 | 19644770 | 2.16 x 10°
MYH1B eQTL9 6 Gga_rs16004588 | 19885672 | 1.99 x 107’
MYH1B eQTL9 6 | GGaluGA300927 | 19916374 | 253 x 10°
MYH1B eQTL9 6 | Gga_rs14747990 | 19919971 | 1.20x 10°
MYH1B eQTL9 6 Gga_rs16551619 | 20173119 | 4.72 x 10°®
MYH1B eQTL9 6 Gga_rs14581509 | 20191350 | 1.12x10°
MYH1B eQTL9 6 | GGaluGA301022 | 20209447 | 3.47 x 10
MYH1B eQTL9 6 | Gga rs16551732 | 20300076 | 7.30 x 10
MYH1B eQTL9 6 | Gga rs14581613 | 20340618 | 5.41 x 10
DYSF eQTL9 6 | Gga rs14581613 | 20340618 | 2.26 x 10°
PDGFRa. | eQTL9 6 | Gga_rs14581613 | 20340618 | 2.58 x 10°
MYH1B eQTL9 6 | GGaluGA301058 | 20348510 | 6.38 x 1077
MYH1B eQTL9 6 | Gga rs14581782 | 20466842 | 1.24 x 10
MYH1B eQTL9 6 | Gga_rs15795080 | 20497904 | 1.24 x 10
MYH1B eQTL9 6 | Gga_rs16552220 | 20899730 | 7.18 x 10°°
MYH1B eQTL9 6 | Gga_rs14582418 | 21428502 | 3.45x 1077
MYH1B eQTL9 6 | Gga_rs16552487 | 21451023 | 1.78 x 1077
MYH1B eQTL9 6 | Gga_rs14582456 | 21523608 | 2.90 x 1077
MYH1B eQTL9 6 | GGaluGA301386 | 21789185 | 5.41 x 10°
MYH1B eQTL9 6 | Gga rs15796546 | 22181753 | 3.21 x 10°
MYHIF | eQTL10 | 8 | GGaluGA327044 | 14981718 | 1.24x 10°
MYHIF | eQTL10 | 8 | GGaluGA327060 | 15017199 | 1.46 x 10°
FN1 eQTL11 | 9 | Gga_rs14670735 | 3247110 | 2.86x 10°
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MYHCD [ eQTL12 | 11 | Gga rs15624232 | 17522949 | 1.72x 107

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA089543 | 18654409 | 2.41 x 10°

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14986262 | 18689560 | 1.67 x 10°

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14048799 | 18767047 | 6.13 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA089616 | 18780013 | 6.13 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14048831 | 18798000 | 6.13 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14048897 | 18828242 | 6.13 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14048907 | 18840435 | 6.13 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs15673122 | 18850967 | 6.13 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs15673151 | 18869930 | 4.42 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga_rs14048959 | 18883392 | 4.42 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA089676 | 18904308 | 4.42 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga_rs14048983 | 18910817 | 4.42 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs13716246 | 18942750 | 4.42 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga_rs15673825 | 19090345 | 9.50 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs13716306 | 19099718 | 9.50 x 10°®

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14049158 | 19109704 | 9.50 x 10°®

CAV3 eQTL13 12 Gga_rs13716307 | 19119257 | 9.50 x 10

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14049196 | 19157040 | 1.09 x 10°

CAV3 eQTL13 | 12 Gga_rs14049226 | 19188389 | 1.09 x 10°

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga rs14049233 | 19202371 | 2.34x 107

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA089825 | 19211057 | 2.34 x 107

CAV3 eQTL13 | 12 Gga_rs15675016 | 19468890 | 1.19 x 10

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA090066 | 19512769 | 1.19x 105

CAV3 eQTL13 | 12 Gga_rs15675344 | 19678293 | 2.96 x 107

CAV3 eQTL13 | 12 | Gga_rs15675477 | 19824102 | 2.96 x 107

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA090146 | 19873243 | 2.96 x 107

CAV3 eQTL13 | 12 | GGaluGA090149 | 19885805 | 2.96 x 107
TUBB4B | eQTL14 | 13 | Gga rs14055240 | 3931630 | 2.22x10°
TUBB4B | eQTL14 | 13 | Gga rs14055227 | 3946268 | 4.02 x 10°
TUBB4B | eQTL14 | 13 | GGaluGA091901 | 3952155 | 4.02 x 10°
TUBB4B | eQTL14 | 13 | Gga rs14055198 | 3978869 | 2.22 x 10°
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs15807988 | 1193728 | 1.08 x 10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112420 | 1341951 | 2.34x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs14104648 | 1384574 | 1.65x 107 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112483 | 1437473 | 6.41x 10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112512 | 1496390 | 1.31x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs15034779 | 1497553 | 1.31x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs14104352 | 1724666 | 1.52 x 107 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs15806580 | 1740184 | 532 x 107 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs13734851 | 1756449 | 1.09 x 10 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112716 | 1901705 | 9.65x 1010 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112724 | 1916155 | 9.91 x 1010 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs15034195 | 1932600 | 9.55 x 1010 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs15034122 | 1967526 | 1.25x 107 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs14104015 | 1985536 | 2.36 x 10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs15034085 | 2008784 | 9.47 x 108 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs15034052 | 2036405 | 2.00 x 10~ QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga_rs14103950 | 2071102 | 2.17 x 10°® QTL12

107




LRSAM1 eQTL15 | 17 | GGaluGA112834 | 2105706 | 2.68 x 10® QTL12

LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs10728503 | 2196528 | 4.98 x 10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs14103847 | 2241378 | 258 x 10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs14103837 | 2245302 | 1.42x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112954 | 2283348 | 2.15x 107 QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA112991 | 2317679 | 2.88x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs15804842 | 2376482 | 1.33x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA113079 | 2433579 | 1.99x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA113081 | 2442434 | 1.30x10° QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | Gga rs16753087 | 2656173 | 8.78 x 10® QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA113309 | 2766427 | 4.14 x 10® QTL12
LRSAM1 | eQTL15 | 17 | GGaluGA113338 | 2833719 | 5.41x10° QTL12

MYHIF | eQTL16 | 18 | Gga rs15809155 | 297096 | 5.03x 10°®

MYHL1F | eQTL16 | 18 | Gga rs14105451 | 306139 | 5.03x 10°

MYHIF | eQTL16 | 18 | Gga_rs14105472 | 343079 | 4.40 x 10°

MYH1F eQTL16 | 18 | GGaluGA117789 343205 5.03 x 10°

MYHIF | eQTL16 | 18 | Gga rs15809447 | 469140 | 5.03x10°

MYHIF | eQTL16 | 18 | Gga rsi5809547 | 517541 | 503 x 10

MYHIF | eQTL16 | 18 | Gga rs14105637 | 523233 | 5.03x 10°

MYHLF | eQTL16 | 18 | Gga_rs15035593 | 544688 | 5.03 x 10

MYH1F | eQTL16 | 18 | Gga_rs14105707 | 583202 | 7.08 x 10”7

MYHLF | eQTL16 | 18 | Gga_rsl4105726 | 601151 | 4.40 x 10°°

MYH1F | eQTL16 | 18 | Gga rs14105739 | 610899 | 1.17 x 10

MYH1F eQTL16 | 18 Gga_rs15809816 619881 453 x10°

MYHLF | eQTL16 | 18 | Gga_rs15810060 | 699832 | 5.03 x 10

MYH1F eQTL16 | 18 Gga_rs13506093 828426 7.91 x 10°

CAV3 eQTL17 | 18 Gga_rs15826142 6504359 | 2.12x 107

CAV3 eQTL17 | 18 Gga_rs14112328 6532115 | 6.24 x 10

LRSAM1 eQTL18 | 22 | GGaluGA186934 | 2899623 | 1.67 x 10

PNPLA7 eQTL18 | 22 | GGaluGA186934 | 2899623 | 2.78 x 10°

TUBB4B eQTL18 | 22 | GGaluGA186934 | 2899623 | 1.12x10°

LRSAM1 eQTL18 | 22 | GGaluGA186952 | 2939179 | 2.36x 10™

PNPLA7 eQTL18 | 22 | GGaluGA186952 2939179 1.06 x 10

TUBB4B eQTL18 | 22 | GGaluGA186952 2939179 1.48 x 10

TUBB4B eQTL18 | 22 | GGaluGA186964 | 2968318 1.94 x 10

MYH1E eQTL19 | 283 Gga_rs14289870 3040351 1.24 x 107

MYHCD | eQTL20 | 24 | Gga_rsl4293376 | 1575682 | 1.51x 107

MYHIB | eQTL21 | 27 | Gga_rsl6207951 | 3938987 | 8.56 x 10

Co-localization with QTL associated with WS and meat quality traits is indicated in the last
column.

* MYH15 myosin heavy chain 15, DYSF dysferlin, PNPLA7 patatin-like phospholipase
domain containing 7, SGCB sarcoglycan beta, FN1 fibronectin 1, MYH13 myosin heavy chain
13, COL6A3 collagen type 6 alpha 3, CAPN3 calpain 3, MYH1B embryonic myosin heavy

chain 3, PDGFRa platelet derived growth factor receptor alpha, MYH1F neonatal myosin
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heavy chain, MYHCD myosin heavy chain CD, CAV3 caveolin 3, TUBB4B tubulin beta 4B
class IVb, LRSAM1 leucine rich repeat and sterile alpha motif containing 1, MYH1E adult
myosin heavy chain

** Positions are indicated on galgal5 assembly

*** Genome-wide significant P-values are indicated in bold
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Additional file 9: Figure S8.
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Additional file 10: Figure S9.
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Additional file 11: Table S2.

Gene Gene ID Forward primer Reverse primer
MYH15 395534 TTCAAGCAAACCCAGCCCTA GATTTTTCAGCAACCGGGTG
PDGFRa | 395509 GAGTCACAAAAGCCGTGGACAT TGTTTTCTCACAGGACCGCTC
SGCB 422760 TGTAGAGCGCAGGAACGTCAAT AATCACCGCCCAGATAACGAG
COLGA3 | 396548 AGCCCAAAGTGACCTACACG GCAGATGTCCATGACATTTTCAG
FN1 396133 CACAAACACCAACGTCAACT GTTTGGATGGTAATCGTGGCAG
LRSAM1 | 417265 AGGTCCTCAATGTGAAAGGCA TTGCAGAGGAACTGCTGAATG
PNPLA7 | 427774 TTTCACCATCAAGGCCAATCG GTCCAGCCTCAACTTCCATCCA
TUBB4B | 417255 CAGACCGGATTATGAACACCTT CACCGTATGTTGGCGTAGTT
MYH13 768487 GGAATGACAACTCCTCACGCT GCTAGCTGGAAAGTCACTCTGG
MYH1B 374069 | AGGAGCTGTCCAATGTCAACCTC | GCAGAAGAAAGCAACAGAGGGTTC
MYH1E 427788 CCAAATTCCGCAAGATCCAAC CTTATGCCACTTTGTTGTCACGAC
MYH1F 768566 AGCTGTCCAATGTCAACCTTTCC TGCCTCAGGTCACACTTTAGC
MYOCD | 427790 GTCTGAGCACTCCTTGCTGATT CGTTGTTCATGGAATGCGG
DYSF 425353 GGTCGGGATGAGCCAAACAT GTTCGGGAAGGCGTAGATGA
CAPN3 423233 CAAACCAGTGCTCATTCCCT GCCTGACCCACACTGATTTT
CAV3 378796 GAAAGGCAGCTACACCACCT GTAGATGCGGCTGACACACT
PDE3B 423064 CACCATCTCAGCGAAAATCACA TCTCCTAGCTGCCGCTCATCTT
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Chapitre 2 : Nouveaux indicateurs et marqueurs
moleculaires des défauts WS et WB

Afin de comprendre la mise en place des dysfonctionnements cellulaires qui conduisent aux
défauts WS et WB et d’identifier des biomarqueurs de ces myopathies, des analyses
histopathologiques, protéomiques et transcriptomiques ont été réalisées a partir d’échantillons
de muscles P. major issus de la lignée a forte croissance et a fort développement musculaire
décrite précédemment (Cf. Deuxiéme partie, 11.2). Les analyses histologiques et protéomiques
ont été réalisées en amont de I’analyse transcriptomique, ce qui a permis de raffiner le choix

des échantillons considérés dans cette étape.

|. Caractérisation histologique des défauts WS et WB

Des sections transversales de muscle P. major de dix micrometres ont été realisées pour
I’ensemble des 4 groupes (8 échantillons par groupe) : T indemne de défaut (WS=0 et WB=0),
WS uniquement atteint de WS sévere (WS=2 et WB=0), WB uniquement atteint de WB modéré
ou sévere (WS=0 et WB= 1 ou 2) et WSWB atteint de WS et WB sévéres (WS=2 et WB=2).
Une coloration au Trichrome de Gomori a eté utilisée pour évaluer les modifications
structurales au sein des différents muscles (Figure 18) et a également permis de valider la

qualité des tissus aprées decongélation et coupe.

Les observations histologiques des muscles atteints de WS et/ou de WB sont en accord avec ce
qui a déja été décrit dans la littérature (Kuttappan et al., 2013c ; Sihvo et al., 2013 ; Ferreira et
al., 2014 ; Mazzoni et al., 2015 ; Petracci et al., 2015). Elles montrent des fibres en nécrose et
de tailles variables, parfois hypercontractées, ainsi que des signes de régénération (splitting et
régénération segmentaire) et d’inflammation (infiltration de cellules inflammatoires, foyer
inflammatoire comme sur la Figure 18 B). Les tissus conjonctifs endomysial et périmysial sont
trés étendus dans les muscles séverement atteints par les deux défauts a la fois ou uniqguement
par le défaut WB (Figure 18 C et D). lls sont légérement plus développés que la normale dans
les muscles WS et parfois dans les muscles macroscopiquement indemnes de défaut. Il y a
également beaucoup de tissu adipeux dans le périmysium des muscles WSWB et les muscles
WS (Figure 18 B), peu dans le périmysium des muscles WB et peu voire pas du tout dans les

muscles T.
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Figure 18 : Coloration Trichrome de Gomori de muscles P. major visuellement indemnes de défaut (A) et
atteints de WS sévére (B), WB sévére (C) ou des deux défauts a la fois (D). Les fleches indiquent des fibres
hypercontractées, les astérisques noirs des fibres en nécrose, I’astérisque blanc un foyer inflammatoire et les

tétes de fléches des vacuoles présentes au sein des fibres. Echelle : 100 pm

De maniére intéressante, on observe une présence importante de vacuoles au sein des fibres des
muscles WB et WSWB (Figure 18 C et D) ainsi que des fibres « fantéme », phénoménes qui
restent plutdt rares voire absents dans les autres groupes de muscles. Ces phénomenes n’ont
jamais été décrits dans les muscles présentant les défauts WS et/ou WB. Ces vacuoles
pourraient étre le signe de processus d’autophagie pathologiques qui conduiraient, a terme, a
vider entiérement le contenu de la cellule et donc a I’apparition de fibres « fantdme ». De plus,
comme 1’ont également montré certaines études (Kuttappan et al., 2013c ; Russo et al., 2015 ;
Trocino et al., 2015 ; Sihvo et al., 2016 ; Papah et al., 2017), les muscles macroscopiquement
indemnes de défaut présentent, dans notre étude, des Iésions de type nécrose, une extension des
tissus endomysium et périmysium, quelques infiltrations de tissu adipeux et de cellules
inflammatoires, quelques fibres hypercontractées et des phénomenes de régénération. Ceci
indique qu’une partie des muscles macroscopiquement indemnes de défauts ne peuvent pas étre
considérés comme des muscles normaux, et souligne I’intérét d’une caractérisation histologique

fine des défauts en complément de la notation macroscopique des filets.
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I1. Analyse du profil protéomique en lien avec I’apparition
des défauts WS et WB

Le profil protéomique des 39 muscles P. major issus des 4 groupes du second dispositif (i.e.,
groupes T, WS, WB et WSWB) a été analysé en considérant la fraction soluble des protéines
musculaires (i.e., protéines sarcoplasmiques), c’est-a-dire principalement les enzymes
impliquées dans le métabolisme énergétique. L’extraction et le dosage des protéines
sarcoplasmiques a partir des échantillons de muscles broyés, ainsi que les gels 2D, I’analyse
d’images des gels pour détecter les spots différentiels (un spot = une protéine) et I’annotation
des spots (MALDI TOV, spectrométriec de masse) ont été réalisés par 1’équipe QUAPA de
I’INRA de Theix. Ces travaux étaient menés dans le cadre du projet TECNOVIA (2015-2018),
financé par les régions Bretagne et Pays de la Loire dont ’objectif était de caractériser les
défauts technologiques des viandes blanches (porc et poulet) et de rechercher des voies
d’amélioration par la génétique et I’alimentation. Ils faisaient partie intégrante d’un des
premiers volets qui consistait a acquérir des connaissances sur les bases moléculaires et

physiologiques impliquées dans 1’apparition des défauts d’intégrité musculaires chez le poulet.

Un total de 81 protéines a éte annoté. Une analyse de variance a été réalisée pour comparer les
groupes T, WS, WB et WSWB pour chaque protéine identifiée. Les proteines différentiellement
exprimées (DE) entre les groupes ont été déterminées par comparaison deux a deux. Les
proteines ont été considérées DE si la p-value était < 0,05. Seulement 6 protéines différentielles
ont été identifiees entre les muscles normaux (T) et les muscles atteints de WS sévere (WS).
On observe plus de protéines différentielles quand on compare les muscles atteints de WB
modéré ou sévere (WB) et des muscles normaux (i.e., 14), méme si le nombre de protéines
concernées reste relativement peu élevé. Ce nombre augmente significativement lorsque ’on
compare les muscles sains et ceux atteints des deux défauts (WSWB). Ainsi, 39 protéines
différentielles ont été identifiées entre ces deux types de muscles (Tableau 10), avec 19 et 20
protéines qui étaient respectivement surabondantes et sous-abondantes dans les muscles
WSWB. Les protéines surabondantes dans ces muscles étaient majoritairement impliquées dans
des processus métaboliques liés a la réponse au stimulus (réponse aux especes réactives de
l'oxygéne ROS, réponse inflammatoire et réponse au stress oxydatif) alors que celles sous
abondantes étaient principalement impliquées dans des processus glycolytiques et la
gluconéogenese. Ces résultats, en accord avec ’analyse protéomique de Kuttappan et al.
(2017), pourraient indiquer une diminution de I’activité glycolytique dans les muscles

séverement atteints par les deux défauts, ainsi que la présence d’un stress oxydatif important.
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Le faible nombre de protéines DE entre les muscles normaux et les muscles atteints de WS,

pourrait en partie étre dii au fait que 1’analyse protéomique n’a porté que sur la fraction soluble

et donc les protéines sarcoplasmiques du muscle. Or les genes candidats identifiés lors de

I’analyse génétique du défaut WS (Cf. Chapitre 1) suggerent un impact plus important du

développement de ce type de défaut sur la structure du muscle, et donc les protéines

myofibrillaires et de la matrice extracellulaire (MEC), que sur le métabolisme musculaire. Il

aurait certainement fallu exploiter également la fraction des protéines myofibrillaires et

insolubles de la MEC, pour pouvoir comparer les profils protéiques complets des quatre groupes

de muscles.

Tableau 10 : Protéines différentielles entre les muscles visuellement indemnes de défauts et les
muscles séverement atteints par du WS et du WB

UniProt ID Protéine Geéne (GenelD) Sur p-value Fonction
régulation
Q5ZLN1 Phosphoglycerate mutase | PGAML1 (428969) T 0,0002 Meétabolisme des glucides
(glycolyse, gluconéogenése)
E1BXC2 S-formylglutathione ESD (418856) T 0,0006 Processus catabolique du
hydrolase formaldéhyde
G1K303 Hydroxyacylglutathione | HAGH (416537) T 0,0006 Processus catabolique du
hydrolase méthylglyoxal en D-lactate par le
S-lactoyl-glutathion
Q5ZHN1 Charged multivesicular CHMP2A T 0,0019
body protein 2a (776036)
Q5ZHV4 Phosphoglycerate mutase | BPGM (418172) T 0,002 Métabolisme des glucides
(glycolyse, gluconéogenése)
E1BT93 Uncharacterized protein T 0,0026
P02604 Myosin light chain 1, MYL1 (396470) T 0,0027 Contraction muscle strié
skeletal muscle isoform
P07322 Bete-enolase ENO3 (396016) T 0,0028 Métabolisme des glucides
(glycolyse, gluconéogenése)
P00548 Pyruvate kinase PKM (396456) T 0,003 Métabolisme des glucides
(glycolyse, gluconéogenése)
AOA1D5PA73 Glycerol-3-phosphate ASIC1 (426883) T 0,0031 Processus métabolique des
dehydrogenase glucides; processus catabolique
[NAD(+)] du glycérol-3-phosphate
FINNG3 Uncharacterized protein PGML1 (424691) T 0,0047 Processus métabolique du
glucose, processus de biosynthéese
du glycogéne
P84172 Elongation factor Tu, TUFM (430889) T 0,0056 Elongation
mitochondrial
Q5ZKV4 Cytosolic Fe-S cluster NUBP2 (416402) T 0,0096
assembly factor NUBP2
E1C155 Aldehyde dehydrogenase ALDHG6AL T 0,0101 | Catabolisme des acides aminés a
6 family member Al (423345) chaine ramifiée
P00940 Triosephosphate TPI1 (396435) T 0,0156 Métabolisme des glucides
isomerase (glycolyse, gluconéogenése)
AOA1D5PPU3 | Uncharacterized protein LACTB2 T 0,0168
(420178)
FINAX3 Glycerol-3-phosphate PGP (416559) T 0,017 Processus de biosynthése du

phosphatase

glycérol; processus métabolique
des glycérophospholipides;
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régulation négative de la
gluconéogenése

P00565 Creatine kinase M-type CKM (396507) T 0,0172 Réponse au stress
Q7SX63 Heat shock protein 70 HSP70 (423504) T 0,0257 Réponse cellulaire au stress
P08250 Apolipoprotein A-I APOA1 (396536) WSwWB 0,0001 Processus métabolique du
cholestérol; Processus
métabolique des triglycérides
F1P593 Heat shock protein beta- | HSPBL1 (396227) WSWB 0,0002 | Réponse au stress; transduction de
1 signal intracellulaire (voies de
signalisation VEGF, NF-kappaB
et MAPK)
AO0A1D5NW68 Serum albumin ALB (396197) WSWB 0,0004 Transport
AO0A1D5PPL5 Prefoldin subunit 3 VBP1 (422355) WSWB 0,0006 Repliement des protéines
P41263 Retinol-binding protein 4 | RBP4 (396166) WSWB 0,0022 | Gluconéogenése, homéostasie du
glucose, processus métabolique
du rétinol
D5M8S2 DJ-1 DJ-1 (395277) WSwWB 0,0028 Réponse cellulaire au peroxyde
d'hydrogene; détoxification de
I'ion mercure; processus
métabolique du peroxyde
d'hydrogéne
AO0A1D5P0D2 | Uncharacterized protein WSWB 0,003
A0ALI7Q422 Transthyretin TTR (396277) WSWB 0,0032 | Processus métabolique du rétinol;
transport des hormones
thyroidiennes
R4GM10 Fructose-bisphosphate | ALDOC (395492) | WSWB 0,0044 | Glycolyse; processus métabolique
aldolase fructosel-6 biphosphate aldolase;
gluconéogenese
F1P1L8 Uncharacterized protein SERPINB6 WswB 0,0054
(420895)
AOA1D5NYF3 | Uncharacterized protein | FABP4 (374165) WSWB 0,006 Régulation de la réponse
inflammatoire, catabolisme des
triglycérides
Q8JG64 Protein disulfide- PDIA3 (373899) WSWB 0,0091 Homéostasie redox cellulaire,
isomerase A3 régulation positive de la voie de
signalisation apoptotique
extrinséque, repliement des
protéines, réponse au stress du
réticulum endoplasmique
P31395 Stathmin STMNL1 (396057) | WSWB 0,0099 Régulation de I'organisation du
cytosquelette; régulation de la
polymérisation ou de la
dépolymérisation des
microtubules
A0A1D5PDK4 Adenosine deaminase WSWB 0,01
Q90593 78 kDa glucose- HSPAS (396487) WSWB 0,0173 | Réponse cellulaire a la privation
regulated protein de glucose; réponse cellulaire a
l'interleukine-4; régulation
négative du processus
apoptotique; protéolyse impliquée
dans le processus catabolique des
protéines cellulaires
AOA1D5P8K?2 | Uncharacterized protein | HSPB2 (414136) WSWB 0,0187
FINVF3 Uncharacterized protein WSWB 0,0224
E1BZ05 Desmin DES (395906) WSWB 0,0247 Organisation du filament
intermédiaire
P02789 Ovotransferrin TF (396241) WSWB 0,0377 Réponse en phase aigug;

séquestration extracellulaire d'ion
fer
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I[1l. Choix du dispositif expérimental pour P’analyse
transcriptomique

L’analyse des profils en protéines sarcoplasmiques des muscles a révélé que les groupes T et
WSWB présentaient des différences substantielles par comparaison aux autres groupes atteints
seulement par un seul des défauts (WS ou WB). Ceci nous a conduit a ne conserver que ces
deux groupes de muscles lors de I’analyse transcriptomique. Par ailleurs, I’analyse histologique
de ces muscles a montré qu’une proportion significative des muscles macroscopiquement
indemnes de défauts (issus du groupe T) présentait plusieurs types de lésions musculaires. Pour
cette raison, il nous a semblé important de considérer dans ’analyse un « vrai » contréle négatif,
c¢’est-a-dire un groupe de muscles a la fois macroscopiquement et histologiqguement indemnes
des lésions associées aux défauts WS ou WB afin de mieux caractériser les processus
biologiques impliqués dans la mise en place de ces physiopathologies. Nous avons donc inclus
dans le dispositif expérimental dédi¢ a I’analyse transcriptomique des animaux issus d’une
souche a croissante lente maintenue a 'INRA (la lignée de chair X33). Ses performances de
croissance sont proches de celles des animaux utilisés en production Label Rouge ou
Biologique qui sont abattus a un age deux fois plus élevé que le poulet standard. A 42 jours, le
poids vif de ces animaux était trois fois moins élevé que celui des animaux issus de la souche
commerciale (1,0 vs 3,3 kg) et le rendement en muscle P. major était 25% moins élevé (13,5 vs
17,9 %). D’un point de vue histologique, les muscles P. major de ces animaux ne présentaient

aucune lésion musculaire (Figure 19).

Figure 19 : Coloration Trichrome de Gomori de muscle P. major issu de la souche a croissance plus
_ lente X33.
Echelle : 100 pm
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Inclure une lignée a croissance lente dans laquelle aucun défaut n’a été observé permettait
également de pouvoir dissocier les changements biologiques induits par la sélection sur le long
terme sur la croissance et le développement musculaire des dérégulations biologiques associées
a I’établissement des défauts WS et WB.
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V. Les analyses de I’expression différentielle et de réseaux
de co-expression de genes révelent des mécanismes
moléeculaires et des biomarqueurs candidats impliqués dans
les myopathies du filet chez le poulet - Article 2

Afin de progresser dans la compréhension des modifications structurales et des acteurs
moléculaires impliqués dans les pathologies musculaires WS et WB et d’identifier des
biomarqueurs pouvant servir d’outils de diagnostic des myopathies, nous avons réalisé une
analyse transcriptomique sur puce poulet Agilent 8 x 60K. Cette étude a été associée a une
caracteérisation histologique fine des 24 muscles P. major inclus dans le dispositif, a savoir : 8
muscles issus de poulets a croissance lente X33 et 16 issus de poulets commerciaux a croissance
rapide dont les filets sont visuellement indemnes de defauts (T, n=8) ou séverement atteints par
les deux types de défauts (WSWB, n=8).

L’analyse histologique de ces muscles a montré une modification de I’architecture musculaire
induite par la sélection sur la croissance et le développement musculaire, impliquant la mise en
place de phénomenes de fibrose et d’adipose, méme chez les muscles visuellement indemnes
de défauts mais qui étaient exacerbés dans les muscles séverement atteints, ainsi que la
diminution de la vascularisation et une plus forte variation de la taille des fibres. Elle a
¢galement permis d’identifier des phénotypes histologiques fins utiles pour quantifier avec
précision le degré des lésions musculaires et d’améliorer de maniere significative le diagnostic

qui est actuellement basé sur la notation visuelle ou la palpation du muscle aprés l'abattage.

L’analyse différentielle a mis en évidence un total de 10 482 genes DE entre les trois groupes
(p-value ajustée <0,05) avec un fold-change > 1,2. L’analyse fonctionnelle par annotation «
Gene Ontology » a montré que la sélection en faveur de la croissance rapide et du rendement
en filet a progressivement conduit a la mise en place d’un environnement métabolique et
structurel du muscle favorable au développement des myopathies. En particulier, cet
environnement a pu conduire a des modifications des voies métaboliques, passant d’un
métabolisme glycolytique vers des voies cataboliques alternatives pour produire de 1’énergie,
qui ont entrainé une réponse adaptative au stress oxydatif ainsi que des premiers signes de
processus inflammatoires, de régénération et de fibrose. Tous ces processus sont intensifiés
dans les muscles atteints de myopathies séveres, dans lesquels de nouveaux mécanismes liés

aux défenses cellulaires et au remodelage sont également activés.
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L’étude des corrélations entre les niveaux d’expression des geénes et les phénotypes
histologiques quantitatifs a I’aide de la construction de réseaux de génes (WGCNA) a constitué
une approche complémentaire de [’analyse différentielle. Ce portrait moléculaire et
histologique permet d’émettre des hypothéses quant aux mécanismes sous-jacents aux defauts
WS et WB et apporte des résultats originaux avec 1’identification de biomarqueurs dont
I’expression est fortement corrélée avec les principales 1ésions histologiques associées aux
défauts. En effet, I’analyse intégrée de ces données (génétiques, moléculaires et histologiques)
a permis ’identification d’un set de biomarqueurs des myopathies dont I’intérét devra étre

validé dans une plus grande population et sur d’autres fonds génétiques.
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The broiler industry is facing an increasing prevalence of breast myopathies, such as white
striping (WS) and wooden breast (WB), and the precise aetiology of these occurrences
remains poorly understood. To progress our understanding of the structural changes and
molecular pathways involved in these myopathies, a transcriptomic analysis was performed
using an 8x60K Agilent chicken microarray and histological study. The study used pectoralis
major muscles from three groups: slow-growing animals (n=8), fast-growing animals visually
free from defects (n=8), or severely affected by both WS and WB (n=8). In addition, a
weighted correlation network analysis was performed to investigate the relationship between
modules of co-expressed genes and histological traits. Functional analysis showed that
selection for fast growing and breast meat yield has progressively led to conditions favouring
metabolic shifts towards alternative catabolic pathways to produce energy, leading to an
adaptive response to oxidative stress and the first signs of inflammatory, regeneration and
fibrosis processes. All these processes are intensified in muscles affected by severe
myopathies, in which new mechanisms related to cellular defences and remodelling are also
activated. However, our study opens new perspectives for myopathy diagnosis by highlighting

fine histological phenotypes and genes whose expression was strongly correlated with defects.

Introduction

The poultry industry relies on the production of fast-growing chickens, which are slaughtered
at high weights and intended for cutting and processing. It is currently facing severe
myopathic defects, such as white striping (WS), which is characterized by the appearance of
lipid and connective inclusions that develop parallel to the muscle fibres', or wooden breast
(WB), which is characterized by a heterogeneity of colour, excessive surface exudate and a
loss of muscle elasticity*®. These two defects significantly impair breast fillet appearance and

therefore consumer purchases®. Compared to normal fillets, these defects also affect meat
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nutritional value by increasing fat and connective tissue content and lowering muscle protein
content’ ! and water holding capacity (WHC), resulting in higher drip (DL) and cooking (CL)
loss, lower curing cooking yield (CCY) and marinade uptake®*>112, Breast fillets that are
severely affected by WS or WB are difficult to market fresh and are more often valued as raw
materials for processing or downgraded for pet food in the most severe cases'®. Therefore,
these defects lead to significant economic losses for the poultry industry. Moreover, an
increasing incidence of muscular defects is likely to degrade the image of chicken meat by
consumers, as attested by the increasing number of articles dedicated to the subject in the
specialized or general press.

Although myodegenerative defects are now widely described in the literature*4, their
precise aetiology remains unclear. What is certain is that the frequency and severity of these
defects increase with the growth rate of the animals, their slaughter weight and their breast
meat yield (BMY)3"15, In addition, their increasing occurrence corresponds to changes in
current production practices, particularly the use of increasingly efficient genotypes and the
slaughter of heavy broilers, whose meat is intended for processing. The genetic basis of WS
and WB has been recently demonstrated*®’, but the genes involved in the control of these
defects are still unknown despite the recent identification of QTL, which controls WS8, In
one study several chromosomal regions of interest in WS were suggested, and the results
indicated a polygenic determinism for the trait and include a list of putative candidate genes
that primarily affect muscle metabolism, fibre structure and human neuromuscular
disorders'®. Therefore, improving understanding of the molecular mechanisms that underlie
muscle susceptibility to WS and WB remains an important objective from the perspective of
more efficient selection and improved breeding conditions.

Recent transcriptomic studies have described changes in muscle gene expression related to the

occurrence and severity of myodegenerative defects measured in fast-growing broilers'®2, In
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the current study, we compared the gene expression profile of the pectoralis major muscle
between birds obtained from a slow-growing chicken line (SG) and birds obtained from a
modern fast-growing line; all birds were visually scored as either severely affected by both
WS and WB defects (FG-WSWB) or free from defects (FG-C). We further included a slow-
growing line in which no defect was observed with the aim of identifying the biological
changes induced by long-term selection on body weight and muscle development that has
resulted in the establishment of the myopathies. This study is also focused on the search for
fine and histological traits that can be used to quantify muscular defects with the aim of

correlating them with gene expression and identifying biomarkers of myopathic muscles.

Results

Animals and descriptive statistics of meat quality phenotypes

The transcriptomic analysis was performed on 3 x 8 individuals obtained from the SG, FG-C
and FG-WSWB groups. FG individuals were obtained from a grand-parental population of
176 42-day-old broilers visually scored for WS and WB. Individuals were chosen to be
representative of either the control (i.e., without any apparent defects) or the severely affected
(i.e., affected with both the WS and WB defects) categories. SG birds were obtained from a
slow-growing INRA experimental line that was also slaughtered at 42 days of age. Only body
weight (BW) and pectoralis major yield (PMY) were measured in this line. Student’s t-test
revealed that BW at 42 days of age was more than three times higher (3324 vs. 999 g; p-value
<0.0001) and PMY was 25% higher (17.9 vs. 13.5%; p-value < 0.0001) in fast-growing
broilers than in slow-growing birds.

The average phenotype values of the FG-C and FG-WSWB groups are described in
Additional file 1. FG-C and FG-WSWB chickens showed similar BW and abdominal fatness

(AFP). BMY did not differ between FG-WSWB and FG-C chickens (p-value = 0.07), while
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the difference between the groups was significant when considering only PMY (p-value <

0.05). FG-WSWB breast muscles exhibited much greater DL and CL (p-value < 0.001 and p-
value < 0.01, respectively) and tended to have lower CCY and higher lightness (L*) (p-value
= 0.07) than were observed in FG-C chickens. They did not differ in other meat quality traits,
including lipid peroxidation index (evaluated through TBA-RS) after storage and shear force

(SF) value after cooking.

Fine and quantitative histological traits

To quantify muscular defects, quantitative histological traits were measured in pectoralis
major muscle cross sections obtained from the three groups (SG, FG-C and FG-WSWB)
(Table 1). A quantification of fibrosis and adiposis was performed using a collagen VI-bodipy
co-labelling technique (Figure 1A-C). The percentage of the area labelled with collagen VI
(representative of fibrosis) on the microscopic field was 4.2 and 6.9 times higher in FG-C and
FG-WSWB muscles, respectively, than in SG pectoralis major muscles (p-values < 0.0001).
Thus, compared to SG muscles, both FG-C and FG-WSWB muscles showed extended
endomysial and perimysial connective tissues, but the rate was 1.6 lower in the FG muscles
macroscopically unaffected by WS and WB than in affected muscles. It is interesting to note
that the percentage of the area labelled with collagen V1 in one sample of the FG-WSWB
group and one sample of the FG-C group was very different than the average value obtained
in their respective groups, i.e., it was lower for the FG-WSWB sample (8.1%) and higher for
the FG-C sample (13.6%). This suggests that these samples were either misclassified
macroscopically or phenotypically intermediate between the FG-C and the FG-WSWB
classes. However, the percentage of the area occupied by bodipy 493 staining (representative
of adiposis) was approximately three times larger in FG-WSWB than in FG-C pectoralis

major muscles (p-value <0.01) and was almost non-existent in SG pectoralis major muscles.
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These results indicate that muscle histological architecture is modified according to the
selection on growth rate and that fibrosis and adiposis establishment are exacerbated in cases
of severe defects.

Capillary density and fibre size were measured using laminin-fibronectin co-immunolabelling
(Figure 1D-F). The number of capillaries in the microscopic field was 1.5 and 2 times lower
in severely affected muscles (FG-WSWAB) than in macroscopically unaffected muscles (FG-
C) (p-value < 0.05) and normal muscles (SG) (p-value < 0.0001), respectively. In addition, the
structure and location of the capillaries appeared to be modified in FG-WSWB muscles as we
noticed the presence of lumens in their capillaries, likely because of vasodilatation, and of
connective tissue extensions that altered the connection between capillaries and muscle fibres
(Figure 1D-F).

As expected, the number of fibres in a microscopic field was significantly lower in FG than in
SG muscles (p-values < 0.0001) due to the difference in fibre size (measured as the minimal
Feret’s diameter), which was significantly lower in SG than in FG muscles (p-values <
0.0001) (Table 1). The number of fibres per capillary was approximately 2 to 3 for FG
muscles and approximately 6 for SG muscles. However, if we consider the fibre surface
supplied by one capillary, it was almost two times larger in FG (20169 pm? for FG-C and
22150 pm2 for FG-WSWB) than in SG muscles (12961 pum?) (p-values < 0.05) due to the
difference in fibre size and conjunctive tissue extension. Interestingly, neither the number of
fibres per capillary nor the averaged fibre size was different between FG-C and FG-WSWB
muscles. However, there was significantly more fibre size variation in FG-WSWB muscles
than in SG and FG-C muscles (p-values < 0.01), probably due to the strong regeneration

process that was observed in parallel with an increase in regenerative fibre foci frequency.

Differential gene expression analysis
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To gain a better understanding of the molecular pathways underlying pectoralis major muscle
susceptibility to WS and WB defects, a custom chicken 8 x 60K Gene Expression Agilent
Microarray was used to perform the transcriptomic analysis of muscles obtained from the SG,
FG-C and FG-WSWB groups. Among the 61,657 probes spotted on the array, 43,688 (71%)
were expressed, and 36,473 (59%) were annotated (corresponding to 12,272 genes) based on
the NCBI EntrezGene database and Galgal5 chicken genome assembly. Based on quantitative
histological characterization and a multidimensional scaling plot of gene expression, three
samples (i.e., the two samples previously identified in the histological analysis as
misclassified into groups according to the macroscopic examination of defects and another
sample from the FG-C group) were considered outliers and were not kept in the differential
analysis. The analysis of 21 samples was performed using a linear model and pairwise
comparisons and revealed that 10,482 of the annotated genes were differentially expressed
(DE) genes with a fold-change |FC| > 1.2 in at least one of the three comparisons (adjusted p-
value < 0.05). Among these, 6,725 genes were DE between SG and FG-C, 7,887 were DE
between FG-C and FG-WSWB, and 9,608 were DE between SG and FG-WSWB. The log2-
transformed FC of the DE genes ranged from -3.48 to 6.64 for FG-C vs. SG, from -6.81 to
9.19 for FG-WSWB vs. SG and from -3.87 to 4.22 for FG-WSWB vs. FG-C, indicating the
presence of substantial gene expression differences between these groups.

The top 10 DE genes in the three comparisons based on adjusted p-value and log2 FC are
presented in Table 2 and Additional file 2, respectively. These genes were mainly involved in
the extracellular matrix, collagen fibrils and cytoskeleton organization, muscle contraction,
the inflammation response, calcium homeostasis, oxidoreductase activity and angiogenesis.

A hierarchical clustering was applied to the list of 10,482 DE genes with an [FC| > 1.2 to
group them into clusters according to their expression profile. A modular height cut-off value

in the hierarchical tree allowed the identification of six clusters of DE genes that showed
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similar profiles of expression within clusters and a clear discrimination among the three
groups (Figure 2A). The number of genes and the expression profile of each cluster is
presented in Figure 2B. Clusters c1 and c4, which represented 12% of the DE genes,
discriminated SG from FG muscles (regardless of the presence of defects). In all, 79% of DE
genes were found in clusters c2 and ¢5, which were associated with both growth rate
variations and the severity of defects. The expression of the 3,117 DE genes in cluster c5
gradually increase, while that of the 5,168 DE genes belonging to cluster c2 decreased from
SG to FG-C and FG-C to FG-WSWB. Among all DE genes, only 9% appeared to be linked to
the presence of severe WS and WB defects and were either expressed at higher levels (cluster

c6) or lower levels (cluster ¢3) in the FG-WSWB group than in the FG-C and SG groups.

Functional analysis of DE genes

All expressed genes on the array were annotated by Gene Ontology for Biological Process
(BP) based on NCBI EntrezGene chicken IDs (taxonomic id: 9031) and orthologues. Among
the 12,272 expressed genes on the array, 6,232 were annotated with at least one BP GO term
(51%). The enrichment analysis was performed independently for each DE genes cluster with
all expressed genes used as the background (Additional file 3). Two hundred and sixty-seven
GO terms were enriched in at least one cluster (p-value < 0.01), and 264 were unique,
indicating that clusters of genes were very specific and different from each other (Table 3).
The number of enriched GO terms in each cluster varied between 8 (cluster ¢3) and 128

(cluster c5).

Co-expression network analysis and module-trait relationships

The histological study identified fine phenotypes to accurately quantify the degree of muscle

damage and significantly improve diagnosis, which is currently based on visual notation or
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muscle palpation after slaughter. Thus, studying the correlations between gene expression
levels and histological quantitative phenotypes using gene network construction served as a
complementary approach to the differential analysis. Moreover, this approach made it
possible to make no a priori conclusions about the groups since it was based on continuous
phenotypic variables and thus kept all the samples (n=24) and took into account the variability
in cell disorders highlighted at the histological level in the correlation analysis. From the
normalized gene expression matrix, a weighted correlation network analysis (WGCNA) was
performed to investigate the relationship between modules of co-expressed genes and
histological traits and identify candidate biomarkers of the defects. Only the histological
phenotypes allowed us to discriminate muscles severely affected by WS and WB from the
two other groups based on, i.e., collagen VI and adipose tissue contents, the number of
capillaries and fibre size variation (Table 1) were kept for this analysis. Fifteen co-expression
modules containing 50 to 6516 genes were constructed. In Additional file 4, correlations
between eigengenes and quantitative phenotypes show that several modules are related to one
or more histological traits. We chose to focus on modules that had a mean gene significance
(i.e., mean of correlations between gene expression and phenotype, GS) greater than 0.5
(Additional file 5) and absolute value of the module-histological trait correlation higher than
0.7 (Additional file 4). Hence, the light green (55 genes), royal blue (140 genes), brown (6516
genes), black (420 genes), and blue (3393 genes) modules were selected for further analysis.
The light green module was strongly positively related to collagen VI content (0.89) and to
variation in fibre size (0.85) but negatively related to the number of capillaries (-0.71). Brown
and royal blue modules were negatively related to collagen VI content (-0.87 and -0.76,
respectively) but strongly positively related to the number of capillaries (0.73 and 0.79,
respectively). The blue module was negatively related to collagen VI content (-0.79) and

variation in fibre size (-0.74), while the black module was positively correlated with variation
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in fibre size (0.84). Interestingly, no module was highly correlated with adipose tissue
content.

Genes for which expression was both highly correlated with a histological phenotype (GS >
0.7) and significant modules eigengene (Module Membership, MM > (.7) were considered
hub genes. Hence, 4,894 hub genes were associated with collagen VI labelling, 1,456 with the

number of capillaries and 915 with variation in fibre size.

Identification of candidate biomarkers for severe myopathies

Genes that were DE between FG-C and FG-WSWB muscles (adjusted p-value < 0.05) and
hub genes identified in the weighted correlation network analysis were combined in a Venn
diagram to identify the most confident biomarkers related to muscle disorders involved in
severe WS and WB pathologies (Figure 3).

Among the 6,418 DE genes between FG-C and FG-WSWB muscles, more than one-third
(36%) were not found to be strongly correlated with any of the three histological phenotypes
studied. The vast majority of hub genes were DE between FG-WSWB and FG-C muscles.
Only 17, 4, and 8% of hub genes that were related to collagen, number of capillaries, and
variation of the fibre size, respectively, were not DE between FG-WSWB and FG-C muscles.
Among the 7,679 genes included in the Venn diagram, 17 were common among all the lists,
1,611 (21%) between 3 lists, and 2,731 (36%) between two lists. Except for the 17 genes that
were common to all the lists, no gene was common between the lists of genes correlated with
the number of capillaries and variation in fibre size or between the lists of genes correlated
with each of the three histological phenotypes. A total of 548 genes were common between
the list of genes related to collagen VI and variation in fibre size, of which 527 were DE

between FG-WSWB and FG-C muscles. Finally, 1,336 genes were highly correlated with
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both collagen VI and the number of capillaries, of which 1,084 were DE between FG-WSWB

and FG-C muscles.

Validation using RT-gPCR for a subset of genes

Among the genes found to be DE among the groups, a subset of 12 genes was chosen for
validation by RT-qPCR. Genes were selected according to several criteria, including their
functional role, their belonging to clusters, and, for some of them, their location within QTL
regions recently identified for WS defect in broiler chickens'®. The expression level of DE
genes obtained by RT-gPCR was compared with expression obtained by microarrays. For
each tested gene, the DE between groups observed on the microarray was confirmed with the
exception of one gene, LRSAML, the expression of which was only slightly correlated
between RT-gPCR and microarray results (0.34). Except for this gene, expression measured
by RT-qPCR and microarray was highly correlated, as shown by Pearson’s correlation
coefficients between 0.71 and 0.99 (Figure 4). Moreover, the gene expression values between
groups obtained by gPCR were consistent with the categorization of these genes to different
clusters.

Among the identified genes, the expression of the myosin heavy chain 15 (MYH15), which is
involved in the contraction, development, and regeneration of avian skeletal muscles?, was
dramatically higher (x771) in FG-WSWB than in SG muscles, while the difference between
FG-C and SG muscles was much less dramatic (x60). As for MYH15, fibronectin 1 (FN1)
expression was the highest in FG-WSWB and the lowest in SG, but the difference between
the FG groups was much lower than that for MYH15. Platelet-derived growth factor receptor
alpha (PDGFRA), collagen type VI alpha 3-chain (COL6A3) and leucine-rich repeat and
sterile alpha motif-containing 1 (LRSAM1) were expressed at significantly highest levels in

FG-WSWB than in FG-C and SG muscles. Conversely, the expression levels of adult
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(MYH1E) and neonatal (MYH1F) myosin heavy chain isoforms were lower in the FG-WSWB
group than in the SG and FG-C groups. Other genes varied between the slow-growing and
fast-growing groups, regardless of the presence of WS and WB defects. This was the case for
caveolin 3 (CAV3) and embryonic myosin heavy chain isoform (MYH1B), whose expression
was higher in FG muscles, and for myocardin (MYOCD), calpain 3 (CAPN3) and protein
phosphatase-1 regulatory subunit 3A (PPP1R3A), whose expression was lower in FG muscles

than in SG muscles.

Discussion

In recent years, the broiler industry has faced the emergence of serious meat quality defects,
such as WS or WB, which affect both the competitiveness and the image of poultry
production. Although research has intensified on this subject in recent years, the aetiology of
WS and WB defects is still not understood except that it is now well-established that WS and
WB conditions relate to an abnormal extent of connective and adipose tissue, which is
associated with muscle fibre necrosis and regeneration processes®*. One hypothesis is that
these processes are the result of a long-term effect of genetic selection and intensification of
production methods that have led to huge progress in terms of broiler growth and breast
muscle development, which have also likely reached physiological limits. A comparison of
muscles obtained from slow-growing chickens with muscles obtained from fast-growing
broilers either affected or not affected by WS and WB defects allowed us to specify structural
and metabolic changes that result from the long-term selection of growth in among those

involved in the onset of severe myopathies (Additional file 3).

Long-term effects of selection on muscle structure and metabolism
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Clusters c1 and c4 include genes whose expression in muscle has been altered either
positively or negatively in response to long-term selection for growth (SG # FG-C) but were
not associated with the occurrence of WB and WS syndromes (FG-C = FG-WSWB). Their
functions relate to non-specific biological processes and general functions, such as metabolic
processes, signal transduction and the immune system (Table 3). Among these genes, those
participating in the “positive regulation of glycogen metabolic process” (GO:0070875,
Additional file 3) function were expressed at lower levels in FG than in SG muscles,
suggesting a decrease in the use of glycogen in fast-growing muscles independent of the
presence of WS and WB defects. This finding is consistent with previous studies that clearly
demonstrated the negative impact of selection for growth and/or breast meat yield on muscle
glycogen content?26, Among the genes likely to be involved in such changes, we identified
PPP1R3A, whose expression was much lower in FG than in SG muscles (Figure 4), as an
important actor. PPP1R3A encode a muscle-specific regulatory subunit of protein
phosphatase 1, which binds glycogen with high affinity, activates glycogen synthase, and
inhibits glycogen phosphorylase. It has been reported that the overexpression of PPP1R3A
leads to increased glycogen content?’, while its KO results in a drastic reduction (90%) in the
glycogen content in muscle?®. Moreover, PPP1R3A was recently identified as the most
interesting candidate gene for a major QTL region for ultimate pH (pHu)?° that reflects
muscle glycogen reserves®. The depletion of glycogen reserves in the muscle of fast-growing
lines could lead to a predisposing metabolic environment favourable to the development of
myopathic syndromes. Indeed, many studies have reported that the occurrence of WS and WB
defects is often associated with high meat ultimate pH*>"31-33 or low muscle glycogen
content!®3*, Consistent with these findings, the occurrence and severity of WS were higher in
a broiler line selected for high ultimate pH (pHu+) than in its counterpart selected for low

ultimate pH (pHu-)*’. Moreover, in a recent genetic study, several QTL-controlling WS were
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identified in the pHu+ line but not in the pHu- one'8, suggesting a possible interaction
between the genetic control of WS and the metabolic status of muscle.

In addition to a decrease in glycogen stores, it has been shown that the haem pigment content
of muscles also decreases with selection for growth and breast meat yields?®, probably
indicating that there is less muscle vasculature in fast than in slow-growing lines. In the
present study, we observed that the expression of MYOCD was 3-fold lower in FG than in SG
muscles. MYOCD is involved in extracellular matrix modelling and expressed in smooth
muscle cell-containing tissues, in which it may play a crucial role in the differentiation of the
smooth muscle cell lineage and vascularization. Interestingly, MYOCD was also recently
identified in two different studies of QTL regions that control breast muscle yield® and WS
occurrence®® in slow- and fast-growing chicken lines, respectively. In parallel with the
decrease in the expression of MYOCD observed in FG muscles (affected or not affected by
defects), we report that compared to SG muscles, in FG muscles, there was a strong increase
in the fibre surface supplied by one capillary (Table 1). Although this parameter was similar
between FG-C and FG-WSWB chickens, we found that the extension of endomysial and
perimysial connective tissues observed in the latter moved the capillaries away from the fibre
membrane (Figure 1D-F). This could be an aggravating factor that could further lower oxygen
and nutrient supply to fibres in muscles affected by WS and WB defects.

Altogether, our observations formally demonstrate a recurrent assumption presented in the
literature®1%%6:3¢ namely the suggestion that increasing breast muscle weight and yield via
selection through hypertrophy of existing fibres has led to a lower capillary density. This may
have led to an inadequate supply of oxygen and nutrients to the muscle fibres, which likely
promotes the excessive use of glycogen and probably increases oxidative stress in fast-

growing muscles.
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In the present study, we also observed that CAPNS3 is expressed at 3-fold lower levels in FG
than in SG muscles (Figure 4). CAPN3 is an intracellular protease specific to muscle that is
involved in the calcium-dependent proteolytic system. A deficiency in this enzyme results in
sarcomere disorganization and muscular limb-girdle muscular dystrophy type R1 (LGMDR1
calpain3-related) in humans®’. In mice, its expression decreases following muscle denervation
or denervation-devascularization injury, which induces muscle degeneration and
regeneration®®. Its lower expression in FG muscles is more consistent with the lower amount
of vasculature observed in this line, as atrophy induced by denervation was not observed in
such muscles. Although the embryonic myosin heavy chain isoform MYH1B is normally no
longer expressed in adult muscle, its expression was increased in FG muscles (Figure 4) and
was one of the top 10 DE genes between the FG-C and SG groups (Additional file 2). The
expression of CAV3, which plays a key role in the fusion of myoblasts into myotubes during
the maturation process of muscle fibres, was also higher in FG muscles than in SG muscles.
These observations support the notion that selection for growth and breast muscle yield
contributes to the occurrence of degeneration-regeneration processes in FG muscles,

independent of the development of WS and WB myopathies.

How has progressive metabolic modification due to selection resulted in myopathic
disorders in broiler breast muscle tissues?

If not directly related to myopathies, the metabolic and structural changes induced by long-
term selection on growth performance and breast muscle yield and evidenced by functional
analysis of clusters c1 and c4 have likely created a favourable physiological context for their
onset. Clusters c2 and ¢5 indicate what types of biological processes are involved in the
progression of myopathic defects in relation to growth variations. These two clusters

accounted for almost 80% of the DE genes (Figure 2). Several genes belonging to cluster c5,
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in which gene expression progressively increased from SG to FG-C and from FG-C to FG-
WSWAB, are involved in the generation of superoxide anion (GO:0042554, Additional file 3),
a reactive oxygen species (ROS) issued from the first electronic reduction of oxygen during
oxidative phosphorylation®. Among these genes, some contribute to the oxidative stress
response (ARNT, HIF1-a, GPX8, ALDOC, and CRYAB), and these include heat-shock
proteins (HSBP1, HSPA5, HSF2, HSPB7, and HSPH1); these genes are known to be
expressed at substantially higher levels during oxidative stress*°. These results strongly
support the notion that selection for growth progressively resulted in increased oxidative
stress and that this process was exacerbated in fast-growing muscle affected by WS and WB.
It is worth noting that elevated ROS levels contribute to human muscular dystrophies, such as
Duchenne muscular dystrophy*!, and that excessive ROS production alters calcium
homeostasis via the release of calcium from the sarcoplasmic reticulum and leads to skeletal
muscle necrosis and atrophy*?. Indeed, several genes belonging to cluster ¢5 (such as P2RX4,
ATP2B1, ANXA6, ATP2A3, SLC8AL, ANXA2, ATP2A2, and SLC24A2) participate in calcium
ion transport, indicating the possible release of calcium at the origin of muscle calcium-
dependent proteolysis and tissue degeneration*!, which has been reported in WS and WB
muscles.

Cluster ¢5 includes a great number of genes involved in the production of inflammatory
molecules, such as cytokines, chemokines, cell adhesion molecules and tissue-degrading
enzymes. They are grouped into several GO terms, including “inflammatory response”
(GO:0006954), “positive regulation of cytokine secretion” (GO:0050715), “regulation of
cytokine-mediated signalling pathway” (GO:0001959), “regulation of interleukin-1 secretion”
(GO:0050704), “positive regulation of interleukin-12 production” (GO:0032735), and
“positive regulation of tumour necrosis factor (TNF) production” (GO:0032760) (Additional

file 3). TNF is a multifunctional proinflammatory cytokine, and one of its isoforms (i.e.,
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TNFAIP6) was in the top 10 DE genes between the FG-WSWB and FG-C groups (Table 2,
Additional file 2). It induces the expression of metalloproteinases, which are known to
degrade several components of the extracellular matrix-cytoskeleton linkage in skeletal
muscle and to thereby lead to extracellular alterations and myopathy*2. Among the 14 matrix
metalloproteinases included on the microarray, seven belong to cluster c5 (MMP2, MMP10,
MMP14, MMP16, MMP17, MMP24, MMP27, and MMP23B). Consistent with the increase in
the inflammatory response found in cluster c5, we observed the activation of the immune
system cascade. This included 20% of the genes in cluster c5, with one of the three most
significant functions the “innate immune response” (GO:0045087, Additional file 3). We
identified several chemokines, cell adhesion molecules and extracellular proteasomes that can
favour the infiltration of macrophages, lymphocytes and neutrophils. Such infiltrations,
observed in cases of muscle injury, are also frequently observed in muscles affected by WS
and WB*1443 There are also several cytokines that are produced during the inflammatory
response, such as TNF-« or IL-6, that play an important role in muscle regeneration. TNF-a
attracts muscle satellite cells to the damaged site, promotes satellite cell proliferation by
activating NF-kB signalling, and stimulates differentiation by activating the p38 signalling
pathway. IL-6 stimulates the migration, proliferation and differentiation of myoblasts**.

After injury, muscle regeneration mediated by muscle stem cells is switched on. Muscle stem
cells (or satellite cells) are the major contributors to muscle regeneration and remain quiescent
under normal conditions**. After muscle trauma, they are activated, giving rise to a
proliferative myoblast population that differentiates to restore damaged myofibres. The
“regulation of skeletal muscle satellite cell proliferation” (GO:0014842, Additional file 3) was
significantly enriched in cluster c5. It includes genes involved in the activation of muscle
satellite cell proliferation (FGF2, SDC4, GPC1, PAX7, and STAT3), indicating the activation

of the muscle repair process. This is consistent with the decrease observed in the expression of
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the adult and neonatal myosin heavy chain isoforms, MYH1E and MYH1F, which belong to
cluster c2, and the increase observed in the expression of MYH15, which is involved in the
regeneration of avian skeletal muscles® and was one of the top 10 DE genes in the three
comparisons (Additional file 2). Moreover, cluster c5 also included several genes that
contribute to collagen formation (G0O:0032964, GO:0032967, GO:0030199), the GO term
“collagen fibril organization” being one of the three most enriched terms of this cluster
(Additional file 3). All these observations were consistent with our histological study that
showed that there was an increase in both the relative surface occupied by collagen VI across
SG, FG-C and FG-WSWB muscles and the coefficient of variation of fibre size for FG-
WSWB muscles compared to the other groups (Table 1). Collectively, our molecular and
histological observations support the hypothesis that regeneration processes are more
activated in fast than in slow-growing muscles, with this phenomenon exacerbated in muscles
affected by WS and WB (Figure 4).

Functional analysis of clusters c2 and c5 also revealed several enriched GO terms related to
energetic pathways, especially glycogen metabolism, glucose use, cellular respiration and
ATP production (Additional file 3). This finding reveals that there was a progressive decrease
(SG > FG-C > FG-WSWB) in the expression of genes encoding glycolytic enzymes (PFKM,
ALDOB, TPI1, GAPDH, PGK1, PGAM1, ENO3 and PKM), suggesting a lower level of
anaerobic glycolytic activity, which is already observed in muscles affected by WS and
WB193445 This decrease in anaerobic glycolytic activity is concomitant with an alteration in
mitochondrial cellular respiration. Indeed, several genes belonging to cluster c2 (SG > FG-C
> FG-WSWB) were related to “cellular respiration” (GO:0045333), “aerobic respiration”
(GO:0009060), “ATP synthesis coupled electron transport” (GO:0042773), and
“mitochondrial respiratory chain complex I and IV assembly” (GO:0032981-G0:0033617)

metabolic processes (Additional file 3). These genes are primarily involved in the production
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of electron transport chain components in mitochondria (CYCS, COX16, SCO1, SURF1,
TIMM21, BCS1L, FOXRED?2...) and the Krebs cycle (ACO2, PDHB, MDH1, MDH?2,
PDHA1L). Moreover, several genes belonging to cluster ¢5 (SG < FG-C < FG-WSWB) are
involved in carbohydrate metabolic processes, such as gluconeogenesis (FBP1, PCK2, GALE,
and ALDOC), carbohydrate derivative transport, nucleotide-sugar biosynthesis, the pentose
phosphate pathway (RBKS, RPE, TKT, ALDOC, DERA, FBP1, PGD, and PGM2) and
glycogenolysis (GCG, INPP5K). All these results clearly indicate that selection by itself has
markedly modified the metabolic pathways used to produce energy in muscles and that these
metabolic modifications are even more pronounced in muscles affected by WS and WB. This
metabolic reorientation may be related to the progressive decrease in carbohydrate (especially
glycogen) availability that has accompanied selection for growth and breast meat yield?*2® and
that is also observed in muscles affected by WS or WB>2:%, It is likely that these metabolic
modifications have contributed to the appearance of muscle disorders in fast-growing birds.
Indeed, it was recently shown that muscles exhibiting a heightened ability to store glycogen
used carbohydrates as the main source of energy, whereas those lacking glycogen used energy
produced from amino acid catabolism and lipid oxidation, leading to an adaptive response to

oxidative stress and muscle regeneration processes?°,

Mechanisms of cellular defence and remodelling are specifically involved in case of
severe myopathies

Functional analysis of clusters ¢3 and c6 highlighted the biological processes specifically
activated in fast-growing muscles that are severely affected by WS and WB. Genes belonging
to these clusters account for 9% of the total DE genes. Cluster c6 contained genes that are
overexpressed in cases of severe WS and WB. Its most enriched GO term is related to oxygen

transport (GO:0015671, Additional file 3) and encompasses genes encoding for oxygen
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carriers (HBE, HBBA, HBM, HBAL1, and HBBR), likely indicating insufficient oxygen supply
in muscles. Another group of functions relates to glycosaminoglycan and proteoglycan
synthesis (“protein O-linked glycosylation via threonine” (GO:0018243) and “proteoglycan
metabolic process” (GO:0006029)), which are both components of fibrous tissue (Additional
file 3). This is fully in agreement with histological observations that showed significant
infiltration and extension of connective tissues within muscles (Figure 1). At the molecular
level, we noticed a strong increase in FG-WSWB muscles of that expressed PDGFRA (Figure
4), a marker of fibro-adipogenic precursors (FAPs), which were recently characterized as
playing a role in muscle regeneration and repair processes. Indeed, FAPs differentiate into
fibroblasts and adipocytes under pathological conditions, such as muscular dystrophy, leading
to connective and fat tissue infiltration*”. Similarly, the expression of COL6A3 and FN1,
which respectively contribute to the formation of collagen VI and are found in most
connective tissues, fibres and extracellular matrix (ECM) during tissue repair after
degeneration, were expressed at substantially higher levels in FG-WSWB muscles (Figure 4),
in accordance with the high proportion of ECM that characterizes these muscles. FN1 was
also one of the top 10 DE genes between FG-WSWB and FG-C (Table 2).

Interestingly, cluster c6 was associated with several GO terms related to neurogenesis, such as
“positive regulation of neurogenesis” (GO:0050769), “axonogenesis” (GO:0007409), “neuron
differentiation” (GO:0030182), “positive regulation of synapse assembly” (GO:0051965),
“regulation of neuron differentiation” (G0O:0045664), and “neuron projection extension”
(G0:1990138) (Additional file 3). Genes belonging to these functions are mostly involved in
axon guidance and the formation or maintenance of neuromuscular junctions (such as AGRN,
SLIT2, SEMA3A, EPHB3 and NTRK2). This is likely more a sign of the involvement of
neuromuscular junction maintenance and repair than of motor neuron injury, which would

result in foci containing atrophic fibres*, which were not observed in FG-WSWB muscles.
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Indeed, because neuromuscular junction structure alterations occur in affected muscles, axons
would need to be attracted and redirected to neuromuscular junctions. Many factors that
promote myofibre regeneration and repair, such as semaphorin 3A (SEMA3A), which is
expressed by satellite cells in injured muscle, also serve as promoters of axonal sprouting and
guidance and neuromuscular junction repair as nerves grow towards newly regenerated
myofibres®. If cluster c6 is associated with the activation of several mechanisms, such as
oxygen transport, axon guidance, and neuromuscular junction repair, then in the case of
severe myopathy, cluster c3 could be associated with limitations in the development of
cellular defence systems. Indeed, it contains genes whose expression is downregulated in
muscles affected by WS and WB, with some of these genes participating in apoptosis and
cytokinesis, two processes involved in cell defence or survival. This could be a sign that these
cells fail to develop effective mechanisms of regeneration, and this defect is probably
responsible for the substantial alteration of the structure of muscle and muscle functions

observed in muscles severely affected by WS and WB.

Identification of quantitative histological phenotypes and molecular markers for the
diagnosis of muscle disorders in chicken

Our study, like other recent studies'®?%2235 helps to advance our understanding of the
biological processes that are involved in the development of myopathies in the breast muscle
tissues of modern broiler lines. It also provides several finely defined histological phenotypes,
which were used to precisely quantify the degree of muscle damage and significantly improve
diagnosis, which is currently based on visual or palpation scoring of muscle after slaughter.
The study of these fine histological phenotypes helps researchers to better describe the major
structural changes that occur in muscles affected by WS and WB, and we also used them to

determine, through a combination of DE analysis and weighted correlation network analysis,
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the most confident molecular markers related to muscle disorders involved in severe WS and
WB pathologies (Figure 3).

This led to a set of 17 relevant biomarkers that were DE between the FG-C and FG-WSWB
groups and highly correlated with histological phenotypes related to myopathy (Table 4).
Three of these genes have not yet been characterized. Among the others, most are involved in
muscle regeneration phenomena (PDLIM1), fibrosis (COL6A2), hypoxia (ARNT2, HIF1AN,
and PTGS1) and axon guidance (CADM1, SLIT3 and NAV3). These functions are the main
biological processes that are specifically activated in fast-growing muscles severely affected
by WS and WB defects (see the functional annotation of clusters ¢3 and c¢6). We also propose
to enrich this set of biomarkers by 5 additional genes (MYH15, FN1, COL6A3, MYH1E, and
MYH1F) that were strongly DE between the FG-C and FG-WSWB groups, were highly
correlated to two of the three histological phenotypes studied, and were located in the QTL
region controlling the WS defect in the breast muscle tissues of chicken'® (Table 4). Among
these five genes, MYH15 was the only one that was highly correlated with the number of
capillaries. This slow-type myosin, also called ventricular myosin in chicken because it is
mainly expressed in heart, is transiently expressed in embryonic chick skeletal muscles and
then re-expressed during muscle regeneration®. Interestingly, it is associated with bovine
pulmonary hypertension related to high altitude, suggesting that MYH15 could be involved in
the response to hypoxic conditions®®. The ability of this set of 22 genes to discriminate
muscles with severe myopathies from non-affected muscles should now be tested in larger

populations obtained from different genetic backgrounds.

In conclusion, the present study provides new information on the biological processes that

lead to the occurrence of severe myopathy in the breast muscles of modern broiler lines. By

comparing slow-growing to fast-growing muscles that were affected or not affected by
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myopathies, we were able to specify molecular pathways that were altered by the long-term
selection of growth performance to those directly involved in the development of muscle
disorders. Our data show that selection for fast growing and breast meat yield has
progressively led to inadequate supplies of oxygen and the nutrients that promote
carbohydrate depletion in muscle. Such changes provided favourable conditions for metabolic
modifications that shift cells toward use of alternative catabolic pathways to produce energy,
leading to an adaptive response to oxidative stress and the first signs of inflammatory,
regenerative and fibrotic processes. All these processes are dramatically intensified in muscles
affected by myopathies, as are new mechanisms related to cellular defence and remodelling to
allow the muscles to function (oxygen transport, neurogenesis). Finally, our study highlights
the fine histological phenotypes and genes that have expression profile that are highly
correlated with muscle disorders involved in the development of myopathies, thus opening
new perspectives for a more fine diagnosis and a better screening tool for broilers affected

these such defects.

Methods

Animals, sample collection, muscle and meat quality measurements

The present study was carried out on pectoralis major muscles obtained from two chicken
genotypes: an experimental slow-growing (SG) chicken line selected by INRA and a grand-
parental commercial modern fast-growing (FG) line highly selected for growth and breast
muscle yield. Birds of the two genotypes were reared following standard rearing practices,
had ad libitum access to feed and water and were slaughtered at 6 weeks of age at the PEAT
experimental unit (INRA, Centre Val de Loire, Nouzilly, France). The slaughter and carcass
processing conditions of the FG broilers are fully described in Alnahhas et al.>!. Samples of

the pectoralis major muscle were collected fifteen minutes after slaughter and either directly
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snap-frozen in liquid nitrogen for molecular analysis or stored in isopentane cooled with
liquid nitrogen for histological purposes. All muscle samples were then stored at -80 °C until
further analysis. One day after slaughter, three trained people visually graded pectoralis major
muscles for WS and WB. Both WS and WB were categorized separately on a three-point
scale: 0 = absence of defects, 1 = moderate severity of defects, and 2 = high severity of
defects. Defects were scored according to the widths of white stripes based on the scale of
Kuttappan et al.® for WS in addition to visual characteristics and hardness on palpation for
WB.

Body composition was characterized for all SG and FG birds through the measurement of
pectoralis major yield (PMY) expressed in relation to body weight (BW). Breast meat yield
(BMY), abdominal fat yield (AFP), and pectoralis minor yield (PmY) were also measured in
FG birds as were several breast meat quality traits that were evaluated in pectoralis major
muscle: ultimate pH (pHu) and the colour parameters L*, a*, b*, which were measured 24
hours post-mortem, drip loss (DL) during a 4-day storage period, cooking loss (CL), Warner
Bratzler shear force (SF) of cooked meat, curing-cooking yield (CCY) and the thiobarbituric
acid-reactive substance index (TBA-RS), used as markers of lipid peroxidation and measured
after 8 days of storage. All these measurements were obtained as described in Alnahhas et
al.%’.

Three groups of eight animals were selected for further molecular and histological analyses:
eight animals obtained from the SG line and two groups of eight animals selected from among
the 200 FG birds according to their extreme visual score for WS and WB defects and DL, CL
and CCY phenotypes. The 8 FG-C birds were visually free of any defects and exhibited the
highest water-holding capacity, and the 8 FG-WSWB birds were affected by both the WS and
WB defects (average score of 2 for both WS and WB) and exhibited poor water-holding

capacity.
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Histochemical traits

Immunohistochemistry was performed on 10 um-thick pectoralis major muscle cross-sections
obtained from the FG-C, FG-WSWB and SG groups. All primary antibodies were obtained
from the Developmental Studies Hybridoma Bank, created by the NICHD of the NIH,
maintained at The University of lowa, Department of Biology, lowa City, IA, and developed
by Douglas M. Fambrough, as follows: 39 (anti-collagen V1), B3/D6 (anti-fibronectin), and
31/31-2 (anti-laminin). Secondary antibodies and conjugated streptavidin were obtained from
Southern Biotech, Birmingham, AL, USA, as follows: goat anti-mouse 1gG1 conjugated to a
TR antibody, goat anti-mouse IgG H+L conjugated to a biotin antibody, and streptavidin
conjugated to Cy2. The washing procedure consisted of incubating cross-sections for 3 x 5
minutes in phosphate-buffered saline solution. Slides were mounted in Mowiol medium
(Sigma, Lyon, France) and stored at 4°C in a dark chamber before they were observed.
Whatever the labelling procedure, six images per sample were selected randomly (captured at
10x and/or 20x magnification using a Leica MC170 camera; Leica Microsystems, Nanterre,
France) on a Leica DMRB microscope.

Fibrosis and adiposis quantification

The Collagen VI-Bodipy co-labelling procedure was used to quantify the extension of
connective and adipose tissues within muscle. Muscle cross-sections were fixed with 4%
paraformaldehyde solution, incubated in 10% goat serum (Sigma, Lyon, France) for 30
minutes, and then incubated with primary Collagen VI antibody (1/200) for 2 hours. After the
tissues were washed, muscle cross-sections were incubated with a secondary goat anti-mouse
IgG1 conjugated to a TR antibody (1/500) for 1 hour, washed again, and incubated with
Bodipy 493 (4,4-Difluoro-1,3,5,7,8-Pentamethyl-4-Bora-3a,4a-Diaza-s-Indacene, 1/3000,

Sigma, Lyon, France) for 15 minutes. The relative surface areas labelled with collagen VI and
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Bodipy were quantified using the Area Fraction Parameter function in ImageJ software after
transformation into black and white images (8-bit) and threshold adjustment.

Capillary density and fibre size measurement

A fibronectin-laminin co-labelling procedure was used to label capillary membranes
(fibronectin) and basal lamina surrounding muscle fibres (laminin). Muscle cross-sections
were incubated in 10% goat serum for 30 minutes and with primary fibronectin antibody
(1/100) for 1 hour. After they were washed, cross-sections were incubated with secondary
goat anti-mouse 1gG H+L conjugated to biotin antibody (1/1000) for 45 minutes, washed, and
incubated with streptavidin conjugated to Cy2 (1/500) for 45 minutes. After they were
washed, the cross sections were incubated with primary laminin antibody (1/50) for 1 hour,
washed, and finally incubated with secondary goat anti-mouse 1gG1 conjugated to a TR
antibody (1/1000) for 45 minutes. Capillaries were counted manually, and fibre size was
determined using the minimum Feret’s diameter parameter function of the ImagelJ software

after transformation into black and white images (8-bit) and threshold adjustment.

Microarray expression profiling

RNA extraction

Total RNA was extracted from pectoralis major muscle samples using the RNeasy® Mini kit
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Residual genomic DNA was removed by DNase | treatment
(Qiagen, Valencia, CA, USA). RNA concentration was measured using a NanoDrop ND-1000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and RNA integrity was
checked according to an RNA Integrity Number (RIN > 8) using RNA 6000 Nano chips run
on a Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

Labelling and hybridization
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Muscle transcriptional profiling was performed using an 8 x 60K Agilent Gallus gallus
custom-commercial array (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) containing 61,657
probes (Platform GPL20588 in the U.S. National Center for Biotechnology Information Gene
Expression Omnibus (GEO) microarray database). RNA labelling and microarray processing
were performed by the @BRIDGe platform (INRA, UMR GABI, Jouy-en-Josas) using the
procedure described in Jacquier et al.>2. The microarray datasets were submitted to the GEO
microarray database with the accession number GSE127806.

Re-annotation of the microarray chip on the current Galgal5 chicken genome

To compare the DE genes identified in this study and the genetic markers of WS provided by
our previous study*®, we re-annotated the chip.

The transcriptome alignment on the Galgal5 chicken assembly (EntrezGene database) of all
the probes deposited on the chip was carried out using the blastn algorithm (hybridization
tolerance of two mismatches and a single probe-associated gene as parameters), which is
available in the BLAST + suite (ncbi-blast-2.6.0 +)°3, on the cluster obtained from the
Genotoul bioinfo platform (http://bioinfo.genotoul.fr/). Probes were annotated on a Galgal5
assembly as reported in Additional file 6.

Probes with a hybridization tolerance of two mismatches and a single probe-associated gene
were considered correctly annotated and were kept for further analysis.

Differential expression analysis

First-step filtering was applied to keep only those probes that were expressed in this study
(43,688 probes). The fluorescence signal for each probe was log2-transformed and normalized
by median centring for each array. The differences in expression among the three groups (SG,
FG-C, and FG-WSWB) were computed using the log2 transformation of the fold-change
(log2FC). The differential analysis was performed using a linear model to identify DE probes

among all pairwise comparisons of the three groups implemented in R package limma
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version3.32.7 (Linear Model for Microarray Data)®*. The p-values were adjusted for multiple
testing by the Benjamini-Hochberg method® to control the False Discovery Rate (FDR).
Probes were considered DE when the adjusted p-value was < 0.05.

Hierarchical clustering

To identify clusters of DE genes, hierarchical clustering was performed on the gene
expression matrix. The correspondence between expressed probes and annotated genes was
determined using the re-annotation of the chip. Genes with at least one Galgal5 annotated DE
probe, [FC| > 1.2 and the highest mean expression probe level in one of groups were kept.
Normalized expression (after log2-transformation) was scaled for each gene. Hierarchical
clustering on the scaled gene expression matrix was based on the Pearson correlation distance
and an average link aggregation distance. A modular height cut-off value in the hierarchical
tree obtained using the cutreeDynamic function of dynamicTreeCut package®® (with the
following parameters: deepSplit=1, minClusterSize=300) was applied to identify clusters of
DE genes that shared similar expression profiles across the three groups (FG-C, FG-WSWB

and SG).

Functional enrichment analysis

All the genes expressed on the chip were annotated by Gene Ontology®”>® for Biological
Process categories according to the NCBI EntrezGene database using orthologues. Functional
enrichment tests were performed using the VISEAGO R package, which is available at
https://forgemia.inra.fr/umr-boa/viseago. Enrichment for functions within each cluster of
genes was tested using a Fisher's exact test and the "elim™ algorithm (p<0.01) with all

expressed genes used as the background.

Co-expression network analysis
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To study the correlations between gene expression levels and histological quantitative
phenotypes as a complementary approach to the differential analysis, we applied a co-
expression analysis using the R package Weighted Correlation Network Analysis
(WGCNA)*.

Network construction

The co-expression analysis was performed using an expression matrix based on the 24
samples and 11,999 expressed and annotated genes. The unsigned connected network was
built based on the adjacency matrix between genes. From the gene expression matrix,
Pearson’s correlations between every pair of genes were computed and raised to a selected
power of =7 using the pickSoftThreshold function to reach a scale-free topology index (R?)
of at least 0.60. The adjacency matrix was turned into a Topological Overlap Measure (TOM)
matrix, which can be used to assess the degree of shared neighbours between pairs of genes.
Module detection

A hierarchical clustering of the genes based on the TOM dissimilarity measure followed by a
modular height cut-off value of branches in the hierarchical tree using the cutreeDynamic
function (deepSplit=4, minClusterSize=30) was performed to detect modules of co-expressed
genes. The module eigengene, which was the first principal component of each module and
represented the expression value of each module, was calculated. Modules with expression
profiles that were very similar (correlation = 0.90) were merged since there was a high
probability that genes belonging to these modules are highly co-expressed.

Module-trait relationships

Only the histological phenotypes that allowed discrimination of muscles severely affected by
WS and WB from other muscles (i.e., collagen VI labelling, adipose tissue, number of
capillaries and coefficient of variation of fibre size) were kept for the analysis. The module

eigengene was used to detect biologically relevant modules. Indeed, module-trait relationships
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were estimated using Pearson’s correlation between the module eigengene and the trait of
interest.

Genes for each module with high Gene Significance (GS > 0.7) corresponding to the absolute
value of the correlation between gene expression and the histological trait and high Module
Membership (MM > 0.7), which was defined as the absolute value of the correlation of the

module eigengene and the gene expression profile, were defined as hub genes.

Validation by RT-gPCR

To validate the results obtained on the microarray, RT-qPCR was performed to examine the
relative expression of 12 genes selected according to several criteria, including their
functional role, their belonging to each of the identified clusters, and, for some of them, their
location within QTL regions recently identified as controlling the WS defect in broiler
chickens®®. Total RNA was extracted from pectoralis major muscle samples using RNA
NOW (Ozyme, St Quentin en Yvelines, France). Ten micrograms of RNA from each sample
were reverse-transcribed using RNase H-MMLYV reverse transcriptase (Superscript 11,
Invitrogen, IlIkirch, France) and random primers (Promega, Charbonnieres les Bains, France).
Primers targeting the studied genes were designed with Primer3 version 4.0.0%¢1, The list of
primer sequences is available in Additional file 7. The products of amplification were
analysed by electrophoresis and further sequenced.

Gene expression was quantified by gPCR using a Roche LightCycler® 480 Il (Roche Applied
Science) and Takyon® mix (Eurogentec, Seraing, Belgium) according to the manufacturer’s
recommendations. Quantitative PCR conditions were set at 95 °C for 5 min, followed by
forty-five cycles of 10 s at 95 °C, 20 s at 60 °C and 10 s at 72 °C. 18S ribosomal RNA was
used as a housekeeping gene to normalize the CT values as its expression was invariant

between groups. A mix of chicken pectoralis major muscle cDNA served as a reference
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sample (control cODNA). The calculation of absolute MRNA levels was based on the PCR
efficiency and the threshold cycle (CT) deviation of an unknown cDNA versus the control

cDNA according to the equation proposed by Pfaffl®2,

152



References

10

11

12

13

14

15

16

17

Kuttappan, V. A. et al. Effect of white striping on the histological and meat quality
characteristics of broiler fillets. Poult Sci 88, 136-137 (2009).

Kuttappan, V. A. et al. Pathological changes associated with white striping in broiler breast
muscles. Poult Sci 92, 331-338, d0i:10.3382/ps.2012-02646 (2013).

Petracci, M., Mudalal, S., Bonfiglio, A. & Cavani, C. Occurrence of white striping under
commercial conditions and its impact on breast meat quality in broiler chickens. Poult Sci 92,
1670-1675, doi:10.3382/ps.2012-03001 (2013).

Sihvo, H. K., Immonen, K. & Puolanne, E. Myodegeneration with fibrosis and regeneration in
the pectoralis major muscle of broilers. Vet Pathol 51, 619-623,
doi:10.1177/0300985813497488 (2013).

Mudalal, S., Lorenzi, M., Soglia, F., Cavani, C. & Petracci, M. Implications of white striping and
wooden breast abnormalities on quality traits of raw and marinated chicken meat. Animal 9,
728-734, d0i:10.1017/5175173111400295X (2015).

Kuttappan, V. A. et al. Consumer acceptance of visual appearance of broiler breast meat with
varying degrees of white striping. Poult Sci 91, 1240-1247, doi:10.3382/ps.2011-01947
(2012).

Kuttappan, V. A., Brewer, V. B., Apple, J. K., Waldroup, P. W. & Owens, C. M. Influence of
growth rate on the occurrence of white striping in broiler breast fillets. Poult Sci 91, 2677-
2685, d0i:10.3382/ps.2012-02259 (2012).

Kuttappan, V. A. et al. Effect of different levels of dietary vitamin E (DL-a-tocopherol acetate)
on the occurrence of various degrees of white striping on broiler breast fillets. Poult Sci 91,
3230-3235, doi:10.3382/ps.2012-02397 (2012).

Kuttappan, V. A. et al. Comparison of hematologic and serologic profiles of broiler birds with
normal and severe degrees of white striping in breast fillets. Poult Sci 92, 339-345,
doi:10.3382/ps.2012-02647 (2013).

Petracci, M., Mudalal, S., Babini, E. & Cavani, C. Effect of white striping on chemical
composition and nutritional value of chicken breast meat. Italian Journal of animal Science
13, 179-183, doi:10.408/ijas.2014.3138 (2014).

Mudalal, S., Babini, E., Cavani, C. & Petracci, M. Quantity and functionality of protein
fractions in chicken breast fillets affected by white striping. Poult Sci 93, 2108-2116,
doi:10.3382/ps.2014-03911 (2014).

Tijare, V. V. et al. Meat quality of broiler breast fillets with white striping and woody breast
muscle myopathies. Poult Sci 95, 2167-2173, doi:10.3382/ps/pew129 (2016).

Lorenzi, M., Mudalal, S., Cavani, C. & Petracci, M. Incidence of white striping under
commercial conditions in medium and heavy broiler chickens in Italy. J Appl Poult Res 23,
754-758, doi:http://dx.doi.org/10.3382/japr.2014-00968 (2014).

Soglia, F. et al. Histology, composition, and quality traits of chicken Pectoralis major muscle
affected by wooden breast abnormality. Poult Sci 95, 651-659, doi:10.3382/ps/pev353
(2016).

Kuttappan, V. A. et al. Estimation of factors associated with the occurrence of white striping
in broiler breast fillets. Poult Sci 92, 811-819, doi:10.3382/ps.2012-02506 (2013).

Bailey, R. A., Watson, K. A, Bilgili, S. F. & Avendano, S. The genetic basis of pectoralis major
myopathies in modern broiler chicken lines. Poult Sci 94, 2870-2879, doi:10.3382/ps/pev304
(2015).

Alnahhas, N. et al. Genetic parameters of white striping in relation to body weight, carcass
composition, and meat quality traits in two broiler lines divergently selected for the ultimate
pH of the pectoralis major muscle. BMC Genet 17, 61, doi:10.1186/s12863-016-0369-2
(2016).

153



18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Pampouille, E. et al. Mapping QTL for white striping in relation to breast muscle yield and
meat quality traits in broiler chickens. BMC Genomics 19, 202, doi:10.1186/s12864-018-
4598-9 (2018).

Mutryn, M. F., Brannick, E. M., Fu, W., Lee, W. R. & Abasht, B. Characterization of a novel
chicken muscle disorder through differential gene expression and pathway analysis using
RNA-sequencing. BMC Genomics 16, 399, do0i:10.1186/s12864-015-1623-0 (2015).
Zambonelli, P. et al. Detection of differentially expressed genes in broiler pectoralis major
muscle affected by White Striping - Wooden Breast myopathies. Poult Sci 95, 2771-2785,
doi:10.3382/ps/pew268 (2016).

Beauclercq, S. et al. Muscle transcriptome analysis reveals molecular pathways and
biomarkers involved in extreme ultimate pH and meat defect occurrence in chicken. Sci Rep
7, 6447, doi:10.1038/s41598-017-06511-6 (2017).

Marchesi, J. A. P. et al. Whole transcriptome analysis of the pectoralis major muscle reveals
molecular mechanisms involved with white striping in broiler chickens. Poult Sci,
doi:10.3382/ps/pey429 (2018).

Papah, M. B., Brannick, E. M., Schmidt, C. J. & Abasht, B. Gene expression profiling of the
early pathogenesis of wooden breast disease in commercial broiler chickens using RNA-
sequencing. PLoS One 13, 0207346, doi:10.1371/journal.pone.0207346 (2018).
Camoretti-Mercado, B., Dizon, E., Jakovcic, S. & Zak, R. Differential expression of ventricular-
like myosin heavy chain mRNA in developing and regenerating avian skeletal muscles. Cell
Mol Biol Res 39, 425-437 (1993).

Berri, C., Wacrenier, N., Millet, N. & Le Bihan-Duval, E. Effect of selection for improved body
composition on muscle and meat characteristics of broilers from experimental and
commercial lines. Poult Sci 80, 833-838, d0i:10.1093/ps/80.7.833 (2001).

Berri, C. et al. Consequence of muscle hypertrophy on characteristics of Pectoralis major
muscle and breast meat quality of broiler chickens. J Anim Sci 85, 2005-2011,
doi:10.2527/jas.2006-398 (2007).

Lerin, C. et al. Regulation and function of the muscle glycogen-targeting subunit of protein
phosphatase 1 (GM) in human muscle cells depends on the COOH-terminal region and
glycogen content. Diabetes 52, 2221-2226 (2003).

Suzuki, Y. et al. Insulin control of glycogen metabolism in knockout mice lacking the muscle-
specific protein phosphatase PP1G/RGL. Mol Cell Biol 21, 2683-2694,
do0i:10.1128/MCB.21.8.2683-2694.2001 (2001).

Bihan-Duval, E. L. et al. Identification of genomic regions and candidate genes for chicken
meat ultimate pH by combined detection of selection signatures and QTL. BMC Genomics 19,
294, doi:10.1186/s12864-018-4690-1 (2018).

Le Bihan-Duval, E. et al. Chicken meat quality: genetic variability and relationship with
growth and muscle characteristics. BMC Genet 9, 53, d0i:10.1186/1471-2156-9-53 (2008).
Trocino, A. et al. Effect of genotype, gender and feed restriction on growth, meat quality and
the occurrence of white striping and wooden breast in broiler chickens. Poult Sci 94, 2996-
3004, doi:10.3382/ps/pev296 (2015).

Dalle Zotte, A. et al. Effet of "Wooden Breast" appearance on poultry meat quality,
histological traits, and lesions characterization. Czech. J. Anim. Sci. 62, 51-57 (2017).
Kuttappan, V. A., Owens, C. M., Coon, C., Hargis, B. M. & Vazquez-Anon, M. Incidence of
broiler breast myopathies at 2 different ages and its impact on selected raw meat quality
parameters. Poult Sci 96, 3005-3009, doi:10.3382/ps/pex072 (2017).

Abasht, B., Mutryn, M. F., Michalek, R. D. & Lee, W. R. Oxidative Stress and Metabolic
Perturbations in Wooden Breast Disorder in Chickens. PLoS One 11, e0153750,
doi:10.1371/journal.pone.0153750 (2016).

Allais, S. et al. Mapping of QTL for chicken body weight, carcass composition, and meat
quality traits in a slow-growing line. Poult Sci, doi:10.3382/ps/pey549 (2018).

154



36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

Petracci, M., Mudalal, S., Soglia, F. & Cavani, C. Meat quality in fast-growing broiler chickens.
World's Poultry Science Journal 71, 363-373, doi:doi:10.1017/50043933915000367 (2015).
Richard, I. et al. Mutations in the proteolytic enzyme calpain 3 cause limb-girdle muscular
dystrophy type 2A. Cell 81, 27-40 (1995).

Stockholm, D. et al. Calpain 3 mRNA expression in mice after denervation and during muscle
regeneration. Am J Physiol Cell Physiol 280, C1561-1569,
doi:10.1152/ajpcell.2001.280.6.C1561 (2001).

Brown, D. I. & Griendling, K. K. Nox proteins in signal transduction. Free Radic Biol Med 47,
1239-1253, doi:10.1016/].freeradbiomed.2009.07.023 (2009).

Kalmar, B. & Greensmith, L. Induction of heat shock proteins for protection against oxidative
stress. Adv Drug Deliv Rev 61, 310-318, d0i:10.1016/j.addr.2009.02.003 (2009).

Kozakowska, M., Pietraszek-Gremplewicz, K., Jozkowicz, A. & Dulak, J. The role of oxidative
stress in skeletal muscle injury and regeneration: focus on antioxidant enzymes. J Muscle Res
Cell Motil 36,377-393, doi:10.1007/s10974-015-9438-9 (2015).

Li, H., Malhotra, S. & Kumar, A. Nuclear factor-kappa B signaling in skeletal muscle atrophy. J
Mol Med (Berl) 86, 1113-1126, doi:10.1007/s00109-008-0373-8 (2008).

Ferreira, T. Z., Casagrande, R. A., Vieira, S. L., Driemeier, D. & Kindlein, L. An investigation of a
reported case of white striping in broilers. J Appl Poult Res 23, 1-6,
doi:http://dx.doi.org/10.3382/japr.2013-00847 (2014).

Yang, W. & Hu, P. Skeletal muscle regeneration is modulated by inflammation. J Orthop
Translat 13, 25-32, doi:10.1016/j.jot.2018.01.002 (2018).

Kuttappan, V. A. et al. Proteomic analysis reveals changes in carbohydrate and protein
metabolism associated with broiler breast myopathy. Poult Sci 96, 2992-2999,
doi:10.3382/ps/pex069 (2017).

Beauclercq, S. et al. Serum and Muscle Metabolomics for the Prediction of Ultimate pH, a
Key Factor for Chicken-Meat Quality. J Proteome Res 15, 1168-1178,
doi:10.1021/acs.jproteome.5b01050 (2016).

Joe;, A. W. B. et al. Muscle injury activates resident fibro/adipogenic progenitors that
facilitate myogenesis. Nature Cell Biology 12, 153 - 163, doi:10.1038/ncb2015 (2010).

Boido, M. et al. Increasing Agrin Function Antagonizes Muscle Atrophy and Motor
Impairment in Spinal Muscular Atrophy. Front Cell Neurosci 12, 17,
doi:10.3389/fncel.2018.00017 (2018).

McLoon, L. K. A new role for satellite cells: control of reinnervation after muscle injury by
semaphorin 3A. Focus on "Possible implication of satellite cells in regenerative
motoneuritogenesis: HGF upregulates neural chemorepellent Sema3A during myogenic
differentiation". Am J Physiol Cell Physiol 297, C227-230, doi:10.1152/ajpcell.00256.2009
(2009).

Neary, M. T. et al. Myosin heavy chain 15 is associated with bovine pulmonary arterial
pressure. Pulm Circ 4, 496-503, doi: 10.1086/677364 (2014).

Alnahhas, N. et al. Selecting broiler chickens for ultimate pH of breast muscle: analysis of
divergent selection experiment and phenotypic consequences on meat quality, growth, and
body composition traits. J Anim Sci 92, 3816-3824, doi:10.2527/jas.2014-7597 (2014).
Jacquier, V. et al. Genome-wide immunity studies in the rabbit: transcriptome variations in
peripheral blood mononuclear cells after in vitro stimulation by LPS or PMA-lonomycin. BMC
Genomics 16, 26, doi:10.1186/s12864-015-1218-9 (2015).

Camacho, C. et al. BLAST+: architecture and applications. BMC Bioinformatics 10, 421,
doi:10.1186/1471-2105-10-421 (2009).

Ritchie, M. E. et al. limma powers differential expression analyses for RNA-sequencing and
microarray studies. Nucleic Acids Res 43, e47, doi:10.1093/nar/gkv007 (2015).

Benjamini, Y. H., Y. Controlling The False Discovery Rate - A Practical And Powerful Approach
To Multiple Testing. Journal of the Royal Statistical Society. Series B 57, 289-300,
doi:10.2307/2346101 (1995).

155



56

57

58

59

60

61

62

Langfelder, P., Zhang, B. & Horvath, S. Defining clusters from a hierarchical cluster tree: the
Dynamic Tree Cut package for R. Bioinformatics 24, 719-720,
do0i:10.1093/bioinformatics/btm563 (2008).

Ashburner, M. et al. Gene ontology: tool for the unification of biology. The Gene Ontology
Consortium. Nat Genet 25, 25-29, doi:10.1038/75556 (2000).

The Gene Ontology, C. Expansion of the Gene Ontology knowledgebase and resources.
Nucleic Acids Res 45, D331-D338, doi:10.1093/nar/gkw1108 (2017).

Langfelder, P. & Horvath, S. WGCNA: an R package for weighted correlation network analysis.
BMC Bioinformatics 9, 559, doi:10.1186/1471-2105-9-559 (2008).

Koressaar, T. & Remm, M. Enhancements and modifications of primer design program
Primer3. Bioinformatics 23, 1289-1291, doi:10.1093/bioinformatics/btm091 (2007).
Untergasser, A. et al. Primer3--new capabilities and interfaces. Nucleic Acids Res 40, e115,
doi:10.1093/nar/gks596 (2012).

Pfaffl, M. W. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Res 29, e45 (2001).

156



Acknowledgements

We thank the @BRIDGe platform (INRA, UMR GABI, Jouy-en-Josas) for performing the
RNA labelling and microarray processing. We also thank the PEGASE Genetics and
Genomics team (INRA, UMR1348, Rennes, France) for developing the 8 x 60K Agilent
custom platform.

Finally, we thank the staff of the poultry breeding facilities (PEAT, INRA, 37380, Nouzilly,
France) and of the Avian Research Unit (UMR BOA, INRA, Université de Tours, 37380,

Nouzilly, France) for their technical assistance.

Authors’ contributions

CB and ELBD supervised the study, defined the experimental design and supervised the
phenotyping with FF. AB and EP performed the reannotation of the chip based on the current
genome Galgal5. EP was in charge of differential analysis with CHA, functional annotation
with AB and weighted correlation network analysis. CHA and AJ actively participated in the
discussion of the functional analysis and weighted correlation network analysis and
supervised EP. EP and EG designed and tested the oligonucleotide primers, extracted RNA
and performed quantitative RT-PCR analyses. EP and TB carried out the histological
characterization of muscles under the supervision of CP. EP drafted the first version of the
manuscript under the supervision of CB and ELBD. All the authors read and approved the

final manuscript.

Additional information

Ethics approval
Experimentation was conducted in the INRA PEAT experimental facilities (Nouzilly, France)

and authorized for animal experimentation by the French veterinary service, which is the

157



competent authority (D-37-175-1). The scientist in charge of the experimentation received
training and personal authorization (37-112). In agreement with the Ethical Committee for
Animal Experimentation in VVal de Loire (C2EA-19), the experiments reported here did not
require approval from a specific ethical committee since only classical rearing practices for
broilers were used. No permissions were required to collect the chicken lines owned by

INRA.

Consent for publication

Not applicable

Availability of data and materials

The microarray data were submitted to the Gene Expression Omnibus (GEO) microarray
database (accession number GSE127806).

Competing interests

The authors declare that they have no competing interests.

Funding

The phenotyping of the birds used for transcriptomic analysis and microarray processing was
performed by the @BRIDGe platform (INRA, UMR GABI, Jouy-en-Josas) and funded by the
TECNOVIA program, which is supported by the Bretagne and Pays de la Loire regions
(France). This funding body had no role in the design of the study, the collection, analysis, and

interpretation of the data or the writing of the manuscript.

158



Figure legends
Figure 1 Collagen VI-Bodipy co-labelling (A-C) and fibronectin labelling (D-F) fluorescence

micrographs of SG (A and D), FG-C (B and E) and FG-WSWB (C and F) pectoralis major
muscles. Capillaries in the affected muscles (F) are indicated by arrows. Scale bar: 100 pum.

A, B, and C: 10x objective, D, E and F: 20x objective.
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Figure 2 Heat map gene cluster classification of the SG, FG-C and FG-WSWB samples (A).
Samples are shown in columns and DE genes in rows, and the scaled expression levels are
depicted by a colour gradient: upregulated and downregulated genes are shown in red and
blue, respectively. DE genes were grouped by a hierarchical clustering analysis in both rows
and columns. Hierarchical clustering for the scaled gene expression matrix was based on the
Pearson correlation distance and the average link aggregation distance. A modular height cut-
off value in the hierarchical tree allowed the identification of six clusters (c1-c6) of DE genes
with similar expression profiles (B). The dashed line indicates the average expression profile.

The number of DE genes belonging to each cluster is indicated in parenthesis.
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Figure 3 Venn diagram showing the number of genes that were common between two or
more analyses (DE: gene differentially expressed (adjusted p-value < 0.05) between FG-C
and FG-WSWB muscles, collagen VI: hub genes for collagen V1 labelling, capillary: hub

genes for number of capillaries, CV fib. size: hub genes for variation in fibre size).
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Relative expression Relative expression

Relative expression

Figure 4 Relative expression by RT-gPCR of the 12 genes used for validation. The relative

level of gene expression in each group was normalized according to the lowest value, which

was arbitrarily defined as 1. Error bars indicate + SE. > Analysis of variance performed

with the group factor for each gene. Different superscripts above bars indicate significant

differences between groups, as determined by pairwise comparison (p-values < 0.05). The r

coefficient indicates the Pearson’s correlation between gene expression measured by RT-

gPCR and microarray.
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Table legends

Table 1 Means and standard deviations for histological traits measured in pectoralis major

muscle cross-sections.

Traits SG FG-C FG-WSWB o-value
(N=8) (N=8) (N=8)

Collagen VI, %" 2.13+0.73? 9.06 + 2.96° 14.73 + 4.14¢ 1.58 x 107
Adipose tissue, %" 0.05+0.12° 0.36 +0.27° 1.10 +0.82° 1.29 x 1073
Number of fibres per field 203.7 +21.2° 51.1+11.4° 45.1 +9.5° 2.50 x 10°°
Number of capillaries per field 36.7 +8.2% 24.0 +7.2 17.0 £5.3° 3.44 x 10*
Number of fibres per capillary 6.3 +2.3° 2.3+0.9° 29+12° 1.20 x 10*
Fibre surface per capillary, pm? | 12961 +3985% | 20169 +4248° | 22150 +5681° | 3.89 x 10°
Fibre size, um™ 25.0 +1.8° 55.2 + 8.5° 48.2 +11.4° 5.22 x 10®
Coefficient of variation of fibre | o5 5, 5 g 37.8+7.9° 505+10.7° | 3.14 x 103

size, %

“Relative area (%) occupied by collagen V1 or adipose tissue.

“Calculated from the Feret’s minimum diameter.

ab ¢ Analysis of variance performed with the group factor for each trait. Different superscripts

in each line indicate significant differences between groups, as determined by pairwise

comparison (p-values < 0.05).
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Table 2 Top 10 DE genes for each comparison based on adjusted p-value.

Gene

Adjusted p-

symbol” Gene ID Description value log FC
FG.C vs. SG
MUSTN1 | 404773 | musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 9.39x 10 5.02
GOLGB1 426868 | golgin B1 1.36x 102 -2.80
TNNT2 396433 | troponin T2, cardiac type 1.63 x 10™*? 4.87
RGCC 418833 | regulator of cell cycle 1.63 x 10" 4.09
PIH1D3 422184 | PIH1 domain containing 3 2.27 x 102 -2.25
MTPN 395702 | myotrophin 3.82 x 10% 1.83
DUSP5 423890 | dual specificity phosphatase 5 4.12x 10 3.84
SPP1 395210 | secreted phosphoprotein 1 4.20% 10 6.45
RPS6KAILL | 396579 | ribosomal protein S6 kinase Al-like 4.20% 10 2.37
RUNX1 396152 | runt-related transcription factor 1 7.43x 10" 3.22
FG-WSWB vs. SG
TNNT2 396433 | troponin T2, cardiac type 6.44 x 10°° 7.08
TNNT1 396009 | troponin T1, slow skeletal type 2.09x 10 5.85
TUBAL3 | 416694 | tubulin alpha like 3 2.09 x 10" 4.38
KCNK2 770954 | potassium two pore domain channel subfamily K member 2 | 2.09 x 10" 4.79
RPS6KALL | 396579 | ribosomal protein S6 kinase Al-like 2.09 x 10 3.35
MUSTN1 404773 | musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 2.09 x 10 5.18
APTX 395173 | aprataxin 2.09x 10 -2.86
MYH15 395534 | myosin heavy chain 15 3.12x 10 7.37
MDK 423196 | midkine 4.40x 107" 5.21
VDAC1 416320 | voltage dependent anion channel 1 4.40% 107" -2.76
FG-WSWB vs. FG-C
AKR1D1 418107 | aldo-keto reductase family 1 member D1 1.91 x 10 4.08
FBLN1 373979 | fibulin1 5.16x 10! 3.85
FN1 396133 | fibronectin 1 6.17 x 10™ 2.42
TNFAIP6 | 424315 | TNF alpha induced protein 6 6.86 x 10™ 3.38
MDK 423196 | midkine 7.21 x 10 3.62
ENPP2 420361 | ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 1.72 x 107 2.93
OLFML3 | 419882 | olfactomedin like 3 1.72x 10 1.98
FKBP10 427013 | FK506 binding protein 10 1.72x 1010 1.94
CCDC180 772014 | coiled-coil domain containing 180 3.59% 1070 -1.76
CTHRC1 420262 | collagen triple helix repeat containing 1 5.66 x 10™%° 4.22

“Common genes between two or three comparisons are indicated in bold.
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Table 3 Functional enrichment of each cluster of DE genes.

Clusters

Number of
DE genes

Number of
enriched terms

Main enriched function

957

24

metabolic process (protein, glycogen, nucleic acid);
immune system (lymphocyte, immune effector process);
signal transduction (intracellular steroid hormone
receptor)

5168

51

metabolic process (cellular respiration, aerobic
respiration, protein, ATP, nucleic acid); gene
expression; cellular component organization (vacuole,
Golgi, autophagosome); macromolecular complex
assembly (mitochondrial respiratory chain complex);
actin cytoskeleton organization

473

cellular process (apoptosis, cytokinesis); response to
stimulus (oxidative stress, epidermal growth factor);
regulation of transcription

333

18

metabolic process (protein); response to stimulus
(adaptive immune response, cellular response to tumour
necrosis); signal transduction

Cluster c5

3117

128

metabolic process (protein, lipid, carbohydrate);
biosynthetic process (collagen, lipid); organization
(actin cytoskeleton, collagen fibril, extracellular
matrix); body defence, immune system; cell migration,
adhesion, proliferation (skeletal muscle satellite cell,
fibroblast), development, morphogenesis (angiogenesis)

Cluster c6

434

38

cell migration, adhesion, proliferation; signal
transduction (Wnt, Rho protein signalling pathway);
transport (oxygen); actin cytoskeleton organization;
metabolic process (protein, proteoglycan); neurogenesis
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Table 4 Set of candidate biomarkers of severe breast muscle myopathies identified based on

combinations of genes that were differentially expressed between FG-WSWB and FG-C

muscles and the WGCNA analyses as well as QTL mapping for WS.

Gene Symbol Gene ID Description
ARNT?2 415481 aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2
EYA2 395745 EYA transcriptional coactivator and phosphatase 2
PTGS] 427752 prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H
synthase and cyclooxygenase)
CADM1 419762 cell adhesion molecule 1
SLIT3 374173 slit guidance ligand 3
PDLIM1 428948 PDZ and LIM domain 1
GPR162 418288 G protein-coupled receptor 162
TBC1D19 422800 TBC1 domain family member 19
COL6A2 396292 collagen type VI alpha 2 chain
HIF1AN 428952 hypoxia inducible factor 1 subunit alpha inhibitor
LRWD1 417511 leucine rich repeats and WD repeat domain containing 1
NAV3 417869 neuron navigator 3
LOC421935 421935 uncharacterized
ADORA1 374212 adenosine Al receptor
LOC107051073 107051073 uncharacterized
ATP8B1 426857 ATPase phospholipid transporting 8B1
C9H210RF2 424866 chromosome 9 C21orf2 homolog
Located in a QTL region for WS
MYH15 395534 myosin heavy chain 15
COL6A3 396548 collagen type VI alpha 3 chain
FN1 396133 fibronectin 1
MYH1E 427788 myosin heavy chain 1E, skeletal muscle
MYH1F 768566 myosin, heavy chain 1F, skeletal muscle
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Additional files

Additional file 1 Means and standard deviations for body weight, body composition and meat

quality traits measured at 6 weeks of age.

FG-C

FG-WSWB

Traits” (N=8) (N=8) p-value™
Growth and body composition
BW (g) 3213+ 211 3435 + 284 0.10
PMY (%) 17.06 + 1.38 18.72 + 1.14 0.02
PmY (%) 3.96 £ 0.30 3.74 £ 0.36 0.20
BMY (%) 21.0 + 155 225+ 1.41 0.07
AFP (%) 1.61+0.27 1.79+0.34 0.28
Pectoralis major quality traits
pHu 592 +0.11 5.91+0.20 0.83
L* 50.1 + 2.66 53.0 £2.95 0.07
a* -0.93+0.43 -0.92 +0.39 0.95
b* 10.2 £ 0.65 11.1+135 0.14
DL (%) 2.09 £ 0.84 4.00 = 0.95 8.07 x 10
CL (%) 13.3+2.95 19.2+2091 1.26 x 1073
CCY (%) 82.6 +2.45 78.2 £5.59 0.07
SF (N/cm?) 12.8 £ 0.94 13.2£1.63 0.56
TBA-RS 0.50 £ 0.16 0.59 +0.22 0.37

“BW body weight, PMY pectoralis major yield, PmY pectoralis minor yield, BMY breast meat

yield, AFP abdominal fat percentage, pHu pectoralis major ultimate pH, L* lightness, a*

redness, b* yellowness, DL drip loss, CL cooking losses, CCY curing-cooking yield, SF shear

force value of the cooked meat, TBA-RS thiobarbituric acid-reactive substance of the raw

meat.

“Two-tailed Welch’s mean values equality t-test at 95% confidence level
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Additional file 2 Top 10 DE genes for each comparison based on log FC.

Gene Gene ID Description log FC Adjusted p-
symbol value
FG.C vs. SG
SPP1 395210 | secreted phosphoprotein 1 6.64 5.53x 10*
MYH1B 374069 myosin heavy chain 1B, skeletal muscle (embryonic isoform) | 597 | 2.19x 10™
CSRP3 422979 cysteine and glycine rich protein 3 5.46 1.20 x 107
MYH1A 417309 myosin heavy chain 1A, skeletal muscle 5.20 5.02 x 10°
TPM3 770103 tropomyosin 3 5.19 | 1.66x 10"
MUSTN1 404773 musculoskeletal, embryonic nuclear protein 1 5.07 | 6.83x10"
TNNT2 396433 troponin T2, cardiac type 493 | 3.17x 10"
MYH15 395534 myosin heavy chain 15 491 | 4.19x10%
LOC769899 769899 avidin-related protein 4/5-like 4.81 6.04x 107
PLN 396378 phospholamban 4.78 1.61x 10"
FG-WSWB vs. SG
MYH15 395534 myosin heavy chain 15 7.88 | 1.33x10™
SPP1 395210 secreted phosphoprotein 1 7.86 1.84x 10
TPM3 770103 tropomyosin 3 755 | 1.88x10™
CSRP3 422979 cysteine and glycine rich protein 3 7.36 | 6.54x10"
PTX3 548626 pentraxin 3 724 | 224x 10
TNNI1 421161 | troponin I type 1 (skeletal, slow) 7.18 | 449x107%
TNNT2 396433 troponin T2, cardiac type 7.17 | 7.64x10%
OCM2 396531 oncomodulin 2 7.13 | 1.55x10%
MYH1B 374069 myosin heavy chain 1B, skeletal muscle (embryonic isoform) 7.12 1.71x 10"
MYOZ2 422682 myozenin 2 6.75 | 3.21x10™
FG-WSWB vs. FG-C
CTHRC1 420262 collagen triple helix repeat containing 1 4.22 |5.66x10%
AKR1D1 418107 aldo-keto reductase family 1 member D1 408 | 1.91x10™
TNFAIP6 424315 | TNF alpha induced protein 6 3.92 | 1.72x10%
FBLN1 373979 fibulin 1 3.85 5.16 x 10
MDK 423196 midkine 3.84 6.18 x 1010
THBS?2 414837 | thrombospondin 2 3.77 | 6.30x10%
PTN 418125 pleiotrophin 3.53 1.18x 10°®
PTX3 548626 pentraxin 3 3.53 1.90x 108
FRMD5 396204 nephroblastoma overexpressed -3.46 2.75% 10°
MYH15 395534 myosin heavy chain 15 3.28 1.60x 108

“Common genes between two or three comparisons are indicated in bold.
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Additional file 3 Functional enrichment analysis of each cluster of DE genes that shared a

similar expression profile (see Excel file Additional_file_3.xlsx).

Additional file 4 Relationships between gene expression modules and histological traits.
Each row corresponds to a module eigengene, and each column corresponds to one

histological trait. Each cell contains the corresponding correlation and its associated p-value

(shown in brackets). The table is colour-coded by correlation according to the colour legend.
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Additional file 5 Mean gene significance across modules for collagen (A), the number of

capillaries (B) and the coefficient of variation for fibre size (C).
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Additional file 6 Probe annotation based on the Galgal5 assembly (see Excel file

Additional_file_6.xIsx).

Additional file 7 Primer sequences and gene ID of the subset of genes used for RT-qPCR

validation.
Gene Gene ID Forward primer Reverse primer
CAPN3 423233 CAAACCAGTGCTCATTCCCT GCCTGACCCACACTGATTTT
CAV3 378796 GAAAGGCAGCTACACCACCT GTAGATGCGGCTGACACACT
COL6A3 396548 AGCCCAAAGTGACCTACACG GCAGATGTCCATGACATTTTCAG
FN1 396133 CACAAACACCAACGTCAACT GTTTGGATGGTAATCGTGGCAG
LRSAM1 | 417265 AGGTCCTCAATGTGAAAGGCA TTGCAGAGGAACTGCTGAATG
MYH15 395534 TTCAAGCAAACCCAGCCCTA GATTTTTCAGCAACCGGGTG
MYH1B 374069 AGGAGCTGTCCAATGTCAACCTC | GCAGAAGAAAGCAACAGAGGGTTC
MYH1E 427788 CCAAATTCCGCAAGATCCAAC CTTATGCCACTTTGTTGTCACGAC
MYH1F 768566 AGCTGTCCAATGTCAACCTTTCC TGCCTCAGGTCACACTTTAGC
MYOCD 427790 GTCTGAGCACTCCTTGCTGATT CGTTGTTCATGGAATGCGG
PDGFRa | 395509 GAGTCACAAAAGCCGTGGACAT TGTTTTCTCACAGGACCGCTC
PPP1R3A | 101747406 | GGCAAACAACGACGACAAAAAC TTCTTCCTTGCTGCTTGGTGC

172




DISCUSSION GENERALE




La filiére avicole repose en grande partie sur la production de poulets a croissance rapide,
abattus a des poids élevés et destinés aux filieres de découpe et de transformation. Depuis pres
de 10 ans, celle-ci est confrontée a des défauts d’intégrité musculaires s’apparentant a des
myopathies, tels que le white striping et le wooden breast, observés essentiellement sur le filet
des poulets de chair. Les conséquences de ces défauts sur la qualité de la viande sont multiples
: dégradation de I’aspect du produit, modification de la valeur nutritionnelle de la viande, et
mauvaise capacité¢ de rétention d’eau qui s’exprime par des pertes a la cuisson plus élevées et
des rendements technologiques plus faibles que ceux des filets normaux. Les viandes présentant
ces défauts ne peuvent pas étre vendues en frais et sont transformées en produits élaborés, voire
déclassées dans les cas les plus sévéres. Ces défauts sont donc a I’origine de pertes économiques
importantes et d’une dégradation de I’image de la filicre viande de volailles. Méme si ces
défauts sont aujourd’hui largement présents en abattoirs et que des études antérieures aient
démontré un lien défavorable avec la croissance et le rendement en filet des poulets, leur

étiologie reste mal comprise.

Sur le plan scientifique, il est important de bien comprendre les causes et les mécanismes sous-
jacents pour rechercher des solutions génétiques, nutritionnelles et d’¢élevage permettant
d’atténuer voire d’éliminer ces myopathies sur le terrain. Les recherches menées a ce jour ont
amélioré notre connaissance des processus biologiques impliqués dans I'apparition des défauts
musculaires de la viande, mais pour l'instant, aucune solution n'a été trouvée pour réduire de
maniére significative leur incidence sans affecter les performances des animaux. Nous pouvons
néanmoins supposer qu'une partie de la solution passera par I'amélioration génétique des
souches en complément de solutions nutritionnelles et de I’amélioration des pratiques
d’¢levage. La mise en ceuvre de ces solutions sera facilitée par la mise au point d’outils de
diagnostic basés sur des indicateurs et des biomarqueurs permettant un phénotypage fin des
défauts. L’¢étude de I’architecture génétique des défauts contribuera également a I’identification
de marqueurs génétiques et de genes candidats utiles au développement de la sélection

génomique.

Dans ce contexte, les profils protéomiques et transcriptomiques de muscles atteints ou non par
les défauts WS et WB ont été étudiés. L’analyse transcriptomique a fait 1’objet d’une analyse
et d’une discussion dans un article présenté précédemment. Grace a la comparaison d’animaux
a croissance lente ou a croissance rapide, atteints ou non de myopathies, nous avons cherché a
dissocier les voies moléculaires altérées par la sélection a long terme sur les performances de

croissance des animaux de celles spécifiguement activées en cas de myopathies séveres. En
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s’appuyant sur I’ensemble de ces résultats, nous avons élaboré un schéma sur les mécanismes
sous-jacents au développement des défauts WS et WB. L’intégration des analyses protéomiques
permet d’avoir une vision plus globale. Elle sera développée dans la premicre partie de la

discussion consacrée a I’apport de la thése pour la connaissance de 1’étiologie des défauts.

Dans la seconde partie de la discussion nous rappellerons les principaux résultats acquis sur le
contrdle génétique du défaut WS et présenterons quelques résultats complémentaires de

validation de marqueurs génétiques.

Enfin, la derni¢re partie de la discussion sera dédiée a I’intégration des différentes approches
omiques et histologiques menées au cours de cette thése qui ont mené a I’identification de
nouveaux indicateurs et biomarqueurs de la sensibilité aux défauts. Nous aborderons
notamment les opportunités de développement d’outils quantitatifs fins pouvant affiner le

diagnostic des myopathies WS et WB.

I. Compréhension des mécanismes impliqués dans le
développement des myopathies WS et WB en lien avec la
sélection

I.1 Impact de la sélection a long terme sur la croissance et le
rendement en filet

L’effet a long terme de la sélection génétique et de I’intensification des méthodes de production
a conduit a d’énormes progres en termes de croissance et de développement musculaire des
poulets de chair. Il a clairement été démontré que la fréquence et la gravité des défauts
augmentaient avec la croissance et le rendement en filet des animaux (Kuttappan et al., 2013a
; Lorenzietal., 2014 ; Russo et al., 2015 ; Kuttappan et al., 2017b). La comparaison des muscles
issus de poulets a croissance lente (CL) avec des muscles issus de poulets a croissance rapide
affectés (CR-WSWB) ou non (CR-C) par des défauts WS et WB nous a permis de spécifier les
changements structuraux et métaboliques résultant d’une telle sélection, et qui ont pu conduire

au développement de ces myopathies.

Vascularisation. Les analyses histologiques et transcriptomiques menées au cours de cette
these ont clairement démontré un déficit de vascularisation dans les muscles issus de la souche
a croissance rapide qui conduisent a la mise en ceuvre de mécanismes de réponse a I’hypoxie.

L’analyse histologique a montré que, par rapport aux muscles CL, les muscles CR présentaient
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une diminution du nombre de capillaires par unité de surface du muscle ainsi qu’une forte
augmentation de la surface des fibres alimentées par un capillaire. Les mémes observations ont
été faites dans les muscles uniquement atteints de WB (Sihvo et al., 2018). L’analyse
transcriptomique a montré quant a elle une sous expression dans les muscles CR par rapport
aux muscles CL du géne MYOCD, qui est a la fois impliqué dans les processus d’angiogenése
et localisé dans une région QTL associée au défaut WS. Ces observations corroborent des
études précédentes qui avaient montré que les muscles issus de souches a croissance rapide se
caractérisent par une teneur en myoglobine plus faible, une distance inter capillaires plus grande
ainsi qu’une réduction de la densité capillaire et du ratio capillaire sur fibre (Hoving-Bolink et
al., 2000 ; Berri et al., 2001). Ceci serait lié aux pratiques de sélection visant a améliorer la
croissance et le développement musculaire et qui ont profondément modifié I'architecture du
muscle, notamment par I’hypertrophie des fibres (augmentation du diametre et de la longueur
de la fibre musculaire) (Hoving-Bolink et al., 2000). Le défaut de vascularisation entrainerait
un apport insuffisant en oxygene et en nutriments au sein des fibres musculaires, ainsi qu'une
accumulation de déchets métaboliques tel que I’acide lactique. Cette condition pourrait étre
exacerbée par la physiologie du muscle P. major : son développement impressionnant
(notamment en termes d'épaisseur) pourrait comprimer l'artére pectorale, réduisant ainsi
davantage I'oxygénation et le transport des nutriments vers le muscle. Cette hypothese est en
outre corroborée par le fait que la sévérité des Iésions histologiques, associées a la survenue des
défauts WS et WB, diminue progressivement en allant de la surface faisant face a la peau a la
section interne du P. major (Clark and Velleman, 2016 ; Soglia et al., 2016b ; Baldi et al., 2018).
Nous avons également noté lors de I’analyse histologique une modification de la morphologie
et de la localisation des capillaires au sein des muscles CR. En effet, nous avons observé la
présence de lumiére a I’intérieur des capillaires, probablement suite a une vasodilatation, et
I’extension du tissu conjonctif qui altére la connexion entre les capillaires ou les vaisseaux et
les fibres musculaires. Cela pourrait limiter encore davantage I’apport en oxygéne et en
nutriments au sein des fibres musculaires, et exacerber I’accumulation de déchets métaboliques

dans ces muscles.

Glycogene. L’analyse transcriptomique montre que dans les muscles a croissance rapide, il y a
une diminution conséquente de I’expression des génes qui codent les enzymes impliquées dans
le métabolisme glycolytique. Cette constatation est a mettre en parallele d’études précédentes
qui ont démontré un épuisement des réserves en glycogene consécutif a la sélection sur la

croissance et le rendement en filet (Berri et al., 2001 ; Berri et al., 2007). Une hypothése est
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que la diminution de la vascularisation observée dans les muscles de poulets a croissance rapide
et qui entraine un apport insuffisant d'oxygene et de nutriments aux fibres musculaires, a pu
favoriser une utilisation excessive de glucose et une réduction des réserves en glycogene
dans ces muscles quasiment jusqu’a épuisement. Cette diminution des réserves en glycogéne
pourrait conduire a un environnement métabolique prédisposant au développement de
syndromes myopathiques dans ces muscles. En effet, de tels changements ont pu conduire les
cellules a utiliser d'autres voies cataboliques pour produire de I'énergie. Ainsi, il a été
récemment démontré chez le poulet que les muscles dépourvus de glycogene (en I’occurrence
les poulets de la lignée pHu+) utilisaient I’énergie produite par le catabolisme des acides aminés
et I’oxydation des lipides, conduisant a une réponse adaptative au stress oxydatif (Beauclercq
et al., 2016 ; Beauclercq et al., 2017). De plus, comme il a déja été précisé dans I’étude
bibliographique, de nombreuses études ont montré que I’apparition des défauts WS et surtout
WAB était associée a un pHu élevé de la viande (Petracci et al., 2013 ; Mudalal et al., 2015 ;
Trocino et al., 2015 ; Alnahhas et al., 2016 ; Dalle Zotte et al., 2017) reflétant une faible teneur
en glycogene musculaire (Mutryn et al., 2015 ; Abasht et al., 2016). En accord avec ces
résultats, des résultats précédents ont effectivement montré que I’incidence et la sévérité¢ du
défaut WS étaient plus élevées dans la lignée de poulets de chair sélectionnée pour une valeur
de pHu élevée (pHu+), et donc avec de faibles réserves en glycogene, que dans la lignée
sélectionnée pour une valeur de pHu faible (pHu-) (Alnahhas et al., 2016). D’ailleurs, nous
avons identifié plusieurs QTL associés au caractere WS dans la lignée pHu+ mais pas dans la
lignée pHu- (Pampouille et al., 2018), 2018), renforgant I’hypothése d’une possible interaction

entre le contréle génétique des défauts musculaires et le statut énergétique du muscle.

Hypoxie et stress oxydatif. Un défaut de vascularisation dans les muscles entraine un apport
insuffisant en oxygéne et en nutriments au sein des fibres musculaires, ainsi qu'une
accumulation de déchets métaboliques, favorisant ainsi une condition hypoxique et un
stress oxydatif. Plusieurs études suggérent que ces conditions ont favorisé ou sont a 1’origine
du développement des défauts WS et WB (Kuttappan et al., 2012b ; Kuttappan et al., 2013c ;
Mutryn et al., 2015 ; Petracci et al., 2015 ; Sihvo et al., 2018). L’analyse transcriptomique
révéele une diminution progressive de I’expression des génes impliqués dans les voies
métaboliques de la respiration cellulaire (CL > CR-C > CR-WSWB) ainsi qu’une augmentation
de la syntheése de transporteurs d’oxygéne dans les muscles CR-WSWB, ce qui peut étre le
signe d’un apport insuffisant en oxygeéne dans les muscles a croissance rapide, le phénomene

étant exacerbé dans les muscles séverement atteints. De plus, il ressort des analyses
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protéomiques une surabondance de protéines liées a la réponse a un stimulus (stress oxydatif,
ROS, stress et inflammation) dans les muscles des animaux séverement atteints par les défauts
WS et WB. Ces mémes animaux sur-expriment par ailleurs plusieurs genes intervenant dans la
réponse au stress oxydatif, dont deux qui codent pour des heat-shock protéines identifiées dans
I’analyse protéomique (HSPB1 et HSPAS). Ces résultats sont en accord avec Mutryn et al.
(2015) et Zambonelli et al. (2016) qui ont identifié un set de genes DE, impliqués dans la
réaction des fibres musculaires au stress oxydatif dans des échantillons de muscles de poulets
a fort rendement en filet atteints par les défauts WS et/ou WB. Le stress oxydatif induit dans
ces muscles ainsi que ’accumulation excessive de ROS pourrait étre impliqué dans I'initiation
des mécanismes inflammatoires et les modifications moléculaires généralement associées aux

défauts musculaires WS et WB.

Tout porte a croire que la sélection d’animaux de plus en plus efficaces et performants, dont les
fibres musculaires présentent des surfaces deux fois supérieures aux surfaces observées il y a
quelques années, a contribué a l'apparition de différentes anomalies structurales et métaboliques
dans le muscle qui ont pu conduire progressivement a la création d’un environnement favorable

au développement des défauts WS et WB.

1.2 Modifications structurales et moléculaires en lien avec
I’établissement des myopathies

Precédemment, nous avons vu que les changements métaboliques et structuraux induits par la
sélection a long terme sur les performances de croissance et le développement musculaire ont
probablement créé un contexte physiologique favorable a I’apparition des défauts WS et WB
en compromettant ’approvisionnement en nutriments et en oxygene au tissu musculaire et
I’évacuation des déchets métaboliques, 8 méme d’entrainer des conditions hypoxiques et un
stress oxydant au sein du muscle pectoral. Ces conditions permettent d’expliquer les
nombreuses modifications biologiques révélées par ’analyse transcriptomique et qui ont par
ailleurs été largement décrites dans les muscles atteints des défauts WS et/ou WB (i.e.,
altération de I’homéostasie du calcium, inflammation, dégénérescence des fibres et

régénération, remodelage de la MEC, altération du métabolisme du glucose, etc.).

Homeéostasie du calcium et nécrose des fibres. L’analyse transcriptomique a révélé une
altération de I’homéostasie du calcium dans les muscles séverement atteints. En condition
hypoxique, le transfert des ions calcium du cytoplasme vers le réticulum endoplasmique

diminue, et donc entraine leur accumulation dans I’espace intracellulaire (Sihvo et al., 2018),
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comme cela a été déja observé au niveau sérique dans les muscles affectés par les défauts WS
ou WB (Tasoniero et al., 2016a ; Zambonelli et al., 2016). De plus, une production excessive
de ROS suite a un stress oxydant peut également altérer I'nhoméostasie calcique en provoquant
la libération du calcium du réticulum sarcoplasmique (Mutryn et al., 2015 ; Zambonelli et al.,
2016 ; Boerboom et al., 2018). L’exces de calcium dans le muscle peut initier plusieurs
modifications tissulaires, notamment I'activation de protéases ou de lipases intracellulaires
qui peuvent entrainer I’altération de I’intégrité de la membrane des fibres et la dégradation des
protéines sarcoplasmiques et myofibrillaires conduisant a la nécrose des fibres (Petracci et al.,
2015), mais aussi I’augmentation de I’afflux de calcium. Un "cercle vicieux" de Iésions

musculaires et de libération de calcium est alors amorcé.

Réponse inflammatoire et régénération des fibres. La réponse inflammatoire lors de la
dégenérescence des fibres, exacerbée par le stress oxydatif, attire les neutrophiles, les
macrophages activés et les lymphocytes T dans la région lésée, ce qui conduit a une
phagocytose des debris cellulaires et a la libération de facteurs tels que les cytokines, les
prostaglandines, etc. Plusieurs genes impliqués dans la production de molécules inflammatoires
et la réponse a ’inflammation sont surexprimes dans les muscles séverement atteints par les
défauts. Nous avons également observe dans ces muscles de nombreux foyers inflammatoires
lors de I’analyse histologique, indiquant une réponse inflammatoire forte. Des réactions
biologiques complexes et des processus de régénération visant a attéenuer l'inflammation et a
limiter I'apoptose cellulaire et la nécrose des tissus ont alors lieu (Petracci et al., 2017). En effet,
les facteurs libérés par les cellules inflammatoires tels que TNF-a ou IL-6, qui sont surexprimes
dans les muscles CR-WSWB, peuvent activer les cellules satellites, principaux contributeurs
a la régénération musculaire qui restent au repos dans des conditions normales, et ainsi amorcer
la régénération des fibres musculaires endommagées. En effet, le TNF-a attire les cellules
satellites musculaires sur le site endommagé, favorise leur prolifération en activant la
signalisation NF-kB et stimule la différenciation en activant la voie de signalisation p38. L'IL-
6 stimule la migration, la prolifération et la différenciation des myoblastes (Yang and Hu,
2018).

Fibrose - Adipose. L’analyse histologique révele plusieurs phénomenes de régénération
(splitting ou régénération segmentaire) dans les muscles atteints par les défauts WS et WB. De
plus, de nombreux génes impliqués dans le développement musculaire, la différenciation
cellulaire et la prolifération des cellules satellites sont surexprimés dans ces muscles. Toutefois,

nous observons également des phénoménes de fibrose et d’adipose. La myodégénérescence
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induite a donc pu dépasser la capacité de régénération du muscle, entrainant le remplacement
des fibres nécrosées par des inclusions conjonctives et adipeuses. D’ailleurs, une étude a
récemment montré que les processus de régénération pour réparer les fibres nécrotiques par les
cellules satellites ne restaurent pas complétement la structure du sarcomere dans les muscles
affectés par le défaut WB (Velleman et al., 2018). L’altération de ’homéostasie des cellules
satellites a également pu contribuer au développement des myopathies du filet. En effet, le
nombre de cellules satellites ainsi que leur capacité a proliférer et se différencier diminuent
avec 1’age et I’augmentation de la taille du filet (Daughtry et al., 2017). La sélection intensive
sur la croissance du filet a donc pu épuiser le pool de cellules satellites des animaux lorsqu’ils
atteignent un certain poids et diminuer leur capacité de régénération. Dans ce cas, les cellules
souches pluripotentes du tissu musculaire se différencient en fibroblastes ou en adipocytes
(Asakura et al., 2001 ; Brack et al., 2007), ce qui aboutit finalement a une fibrose et a une

adipose dans les tissus.

Meétabolisme des glucides. L’altération du métabolisme du glucose a également pu
participer a la mise en place des phénoménes de fibrose et d’adipose. L'analyse fonctionnelle
a en effet indiqué une diminution de Il'expression des genes codant pour les enzymes
glycolytiques dans les muscles CR-WSWB, en accord avec ’analyse protéomique qui révéle
que la majorité des protéines sous-exprimées dans ces muscles sont impliquées dans le
métabolisme du glucose (glycolyse, gluconéogénese et synthese du glycogéne). Ces
observations suggerent une diminution de l'activité glycolytique anaérobie, qui a déja été
observée dans les muscles affectés par les défauts WS et WB (Mudalal et al., 2014 ; Mutryn et
al., 2015 ; Abasht et al., 2016 ; Kuttappan et al., 2017a). Cette diminution de l'activité
glycolytique anaérobie est concomitante avec I’altération de la respiration cellulaire
mitochondriale précédemment observée. De plus, plusieurs genes surexprimés dans les muscles
CR-WSWB sont impliqués dans le transport des dérivés glucidiques, la biosynthése de sucres
nucléotidiques, la voie des pentoses phosphates et la glycogénolyse. Tous ces résultats
indiquent clairement une réorientation des voies de production et d'utilisation des glucides a
des fins énergétiques et que ces modifications métaboliques sont encore plus prononcées dans
les muscles séveérement atteints par les défauts WS et WB. L’analyse fonctionnelles de ces
muscles montre également un enrichissement des fonctions liées a la synthese de
glycosaminoglycanes et de protéoglycanes, qui sont, avec le collagene, les principaux
constituants de la MEC et du tissu fibreux. Ceci renforce 1’hypothése d’une réorientation des

réserves glucidiques du muscle vers la production de sucres nucléotidiques (qui permettent la
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synthése de glycosaminoglycanes et de protéoglycanes) au détriment de la glycolyse et de la
synthése du glycogéne dans les muscles affectés. Ceci permettrait de combattre le stress
oxydatif induit dans ces muscles et faciliter la régénération musculaire qui entrainerait un
développement excessif de la MEC conduisant a la fibrose. Cette réorientation métabolique
peut étre liée a la diminution progressive de la disponibilité en glucides (en particulier en
glycogene) qui a accompagné la sélection pour la croissance et le rendement en filet mais aussi

I’apparition des défauts.

La Figure 20 propose une représentation synthétique des différents mécanismes sous-jacents a

I’établissement des défauts WS et WB dans les souches a croissance rapide.
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Figure 20 : Mécanismes sous-jacents conduisant a I’établissement des défauts WS et WB dans les souches a
croissance rapide. Les encadrés en bleu clair indiquent les processus biologiques induits par la sélection a long terme
sur la croissance et le rendement en filet qui ont pu conduire a I’établissement des myopathies, et en bleu foncé les
dérégulations biologiques qui en découlent.
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I1. Controle genétique du defaut WS

L’analyse GWAS a apporté des résultats originaux sur I’architecture génétique du défaut WS
chez le poulet en identifiant pour la premiére fois des régions QTL. Ces résultats vont dans le
sens d’un déterminisme complexe du défaut WS avec plusieurs QTL significatifs agissant sur
la variabilité du caractere en plus des nombreux autres génes a effet faible modélisés au travers
de I’effet polygénique. Le déterminisme semble d’autant plus complexe que la détection de
QTL de WS réalisée intra-lignée suggere que I'effet de certaines régions QTL pourrait étre
modulé en fonction du statut énergétique du muscle et donc des genes qui le contrélent. En
effet, alors que plusieurs SNP étaient significatifs au seuil chromosomique dans la lignée pHu+,
leurs effets ne sont pas retrouvés dans la lignée pHu-. Les analyses GWAS n’ont pas permis de
mettre en évidence de co-localisation entre les régions QTL de WS et de pH ultime (Le Bihan-
Duval et al., 2018), n’allant donc pas dans le sens d’un effet pléiotrope de certains genes. Les
interactions entre le contr6le génétigue du WS et le niveau des réserves énergétiques
musculaires pourraient passer par des mécanismes plus complexes, d’interactions entre de
nombreux geénes. La prise en compte de ces effets d’épistasie reste un sujet d’intérét a la fois
pour ameliorer la détection des régions QTL dans les analyses GWAS et la prédiction de leurs

effets dans les modeles de sélection génomique.

Comme décrit dans le premier article de la these, cette premiére analyse GWAS des défauts
WS chez le poulet aura permis d’identifier plusieurs geénes candidats, a la fois positionnels et
fonctionnels. La co-localisation entre QTL de WS et eQTL suggére une possible causalité de
certains de ces genes. Tel est le cas pour LRSAM1, situé sur le chromosome 17 (Figure 21), qui
code pour une protéine ligase ubiquitaire impliquée dans diverses fonctions, notamment la
régulation des voies de signalisation et I'adhésion cellulaire. Des mutations dans le gene
LRSAML1 sont responsables chez I’homme d’une forme de neuropathie motrice et sensorielle
héréditaire, caractérisée par une faiblesse et une atrophie musculaire distale progressive
(Guernsey et al., 2010). Un gain important de signification est observé pour le eQTL de
LRSAML1 par rapport au QTL de WS, suggérant une régulation fine de son expression par une
ou plusieurs mutations situées dans ou a proximité du géne. A contrario, I’analyse eQTL de 2
autres genes de la région (PNPLA7 et TUBB4B) semble les exclure en tant que candidats

expressionnels.
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Figure 21 : Co-localisation entre QTL du WS et eQTL de LRSAML1 sur le chromosome 17

De facon intéressante, un cis eQTL pour une isoforme de la myosine néonatale a chaine lourde
MYH1F a également été observé pres du QTL associé au défaut WS de la région d'intérét du
chromosome 18 (Figure 22). Les formes embryonnaires (MYH1B) et néonatales (MYH1F) se
retrouvent dans le muscle au cours de son développement ou lors de la regénération des fibres
musculaires. La caractérisation moléculaire des lignées pHu a montreé que les fibres musculaires
des animaux de la lignée pHu+ présentaient un nombre plus élevé de cellules exprimant les
isoformes embryonnaires et néonatales (Beauclercq et al., 2017), en méme temps qu’une
incidence de WS plus élevée que dans la lignée pHu- (Alnahhas et al., 2016). MYH1F apparait
donc comme un géne candidat intéressant, marqueur des processus de régénération. Comme
pour LRSAML son lien de causalité reste a explorer, d’autant plus que les positions du QTL de
WS et du eQTL pour MYHL1F étaient relativement éloignées (2,77 et 0,58 Mb respectivement).
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Figure 22 : Co-localisation entre QTL du WS et eQTL de MYH1F sur le chromosome 18

Récemment, nous avons pu faire le lien entre les 2 régions QTL de WS identifiées sur GGAL7
et GGA18 au sein des lignée pHu et 2 régions majeures identifiées pour le rendement en filet
au sein d’une souche label a croissance lente (Allais et al., 2018). Dans cette étude, les 2 SNP
les plus significatifs pour le rendement en filet étaient en effet situés au sein de LRSAM1 (sur
GGA17) et de MYOCD situé a proximité du cluster de génes codant pour les myosines (dont
MYH1F) sur GGA18. MYOCD code pour une protéine nucléaire exprimée dans le cceur, ’aorte
et les tissus contenant des cellules musculaires lisses. Son invalidation chez la souris conduit a
un retard de croissance embryonnaire, a de la létalité mais aussi a de graves défauts vasculaires
(Li et al., 2003). L’ensemble de ces informations suggere donc que les régions identifiées sur
GGA17 et GGA18 portent des genes affectant la croissance musculaire (i.e., le rendement en
filet) et les défauts musculaires (i.e., le WS). De futures recherches seraient nécessaires pour
savoir s’il s’agit des mémes acteurs moléculaires qui pourraient conduire dans le cas du poulet
label a une croissance musculaire harmonieuse (sans défaut) et chez le poulet standard a du WS.
L’étude des genes et des mutations d’intérét dans des fonds génétiques variés permettrait
d’apporter des premiéres réponses quant au déterminisme génétique de ces caractéres qui reste

complexe.

185




Une premicre phase de validation d’un set de trente marqueurs, composé des SNP les plus
significatifs au sein des six principales régions QTL d’intérét pour le WS (comme discuté dans
le papier sur les chromosomes 1, 4, 7, 10, 17 et 18) et au sein de la région eQTL de LRSAML,
a pu étre réalisée au cours de la thése. Pour cela, deux populations issues de fonds génétiques
différents ont été génotypées pour chacun de ces marqueurs : la lignée a I’origine de la sélection
divergente pour le pHu mais qui depuis a continué a étre sélectionnée (lignée pHu0, n=178) et
une lignée commerciale a fort développement musculaire présentant une proportion
significative de défauts WS et WB (lignée WSWB, n=178) et qui a servi de support animal aux
analyses histologiques, protéomiques et transcriptomiques de la thése. Les lignées pHuO et
WSWB présentaient respectivement 32,6% et 31,8% de filets avec du WS modéré ainsi que
33,2% et 22,7% avec du WS sévéere. La lignée pHuO est trés peu affectée par le défaut WB
puisque seulement 6,2% des filets présentent du WB a I’état modéré, alors que 13,6% des filets
présentent du WB moderé et 11,9% du WB seveére dans la lignée WSWB. Sur les 30 marqueurs
candidats, seuls 23 ont pu étre génotypés. Des tests de Chi? ont été réalisés pour tester
I’association entre génotype au marqueur et défauts WS et WB, et des analyses de variance
pour tester I’effet du génotype au marqueur sur le pHu et le rendement en filet (Tableau 11).
Sur les 23 marqueurs SNP, 5 étaient fixes dans la lignée WSWB (i.e., M3, M8, M9, M23 et
M28) dont 2 étaient egalement fixés dans la lignée pHuO (i.e., M8 et M9). Seul le marqueur
M30, localisé dans une région intergénique proche de la région QTL du WS sur le chromosome
18, semble associé de maniére significative au défaut WS, dans la lignée WSWB. Par contre, 3
marqueurs localisés sur le chromosome 17 sont significativement associés au défaut WB dans
les deux lignées (pour M22 et M24) ou uniquement la lignée pHuO (pour M23). Des
associations avec le rendement en filet sont également observées dans la lignée pHuO pour les
marqueurs M22 et M23 (localisés dans le gene LRSAML1) et dans la lignée WSWB pour le
marqueur M24 (localisé dans un autre gene candidat du chromosome 17, PNPLA7Y). De facon
intéressante, I’annotation du marqueur M23 a partir de la base de données NCBI (assemblage
Galgal5) indique qu’il se trouve dans un exon du géne LRSAML. Il s’agit d’'une mutation
« missense », c’est-a-dire que le variant de séquence modifie une base, qui conduit a une

séquence d'acides aminés différente mais dont la longueur est préservée.

Cette premiére phase de validation a permis de confirmer I’intérét de certaines régions et
mutations candidates, notamment sur le chromosome 17 porteur du gene LRSAM1. Sa portée
reste cependant limitée du fait du faible nombre d’animaux et de mutations génotypées. La

démarche doit donc se poursuivre afin de phénotyper et de génotyper a plus large échelle
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d’autres populations de référence et de préciser I'apport des mutations génétiques pour la

sélection contre les défauts musculaires. Le phénotypage de ces populations pourra bénéficier

des différents indicateurs histologiques et moléculaires développés au cours de la these, qui

permettront d’affiner la relation entre mutations et niveau des 1ésions musculaires.

Tableau 11 : Marqueurs SNP d'intérét

chr. | position® | GenelD Symbole Localisation* Probabilité de I’effet Probabilité de I’effet des
(pb) marqueurs dans la lignée marqueurs dans la lignée
pHuU0 WSWB
WS WB |(pHu| % | WS | WB | pHu %
Filet Filet
M1 1 | 87530914 | 395534 MYH15 intron 0,8 0,6 0,29 | 0,89 | 0,15 | 0,38 | 0,29 | 0,79
M3 1 | 87535913 | 395534 MYH15 intron 0,8 0,6 0,29 | 0,89 | fixé | fixé | fixé | fixé
M4 1 | 87538251 | 395534 MYH15 intron 0,75 | 0,88 | 0557 | 0,35 |0,08|011| 0,95 | 0,91
M5 1 | 87539985 | 395534 MYH15 intron 0,13 017 |098|081]025|0,18| 0,76 | 0,75
M6 1 | 87752766 | 427960 GUCALC intron 0,34 | 0,75 | 0,98 | 0,71 | 0,30 | 0,73 | 0,90 | 0,48
M8 1 | 87760490 | 427960 GUCALC intron fixé fixe | fixé | fixé | fixé | fixé | fixé | fixé
M9 1 | 90725752 | 374008 EPHAG intron fixé fixe | fixé | fixé | fixé | fixé | fixé | fixé
M10 | 1 | 91673683 | 396463 POU2F1 intron 0,26 | 0,13 | 0,15 | 0,12 | 0,38 | 0,77 | 0,24 | 0,07
M11 | 1 | 91701953 | 396463 POU2F1 intron 0,33 | 0,73 | 0,90 | 0,07 | 0,84 | 0,69 | 0,47 | 0,23
M12 | 1 | 91884118 418448 ZFP92 synonglmous 0,4 0,58 | 0,70 | 0,66 | 0,87 | 0,30 | 0,68 | 0,03
codon
M14 | 4 | 66700840 | 422764 OCIAD1 intron 086 | 0,34 | 096 | 0,67 | 0,55 | 0,84 | 057 | 0,63
M15 | 7 2161777 | 101747788 | LOC101747788 ncRNA 0,36 | 0,65 | 0,63 | 013|055 | 0,67 | 051 | 0,23
M16 | 10 | 16429786 | 101748692 | LOC101748692 intron 0,6 0,74 | 0,9 | 0,81 | 0,44 | 0,60 | 0,14 | 0,36
M18 | 17 | 1916155 395110 RGS3 intron 0,18 | 0,22 | 0,75 | 0,04 | 0,40 | 0,59 | 0,80 | 0,64
M19 | 17 | 2008784 417267 FKBP15 intron 0,14 | 0,21 | 052 | 0,02 |053|0,68| 018 | 0,63
M22 | 17 | 2043493 417265 LRSAM1 intron 0,18 | 0,0009 | 0,79 | 0,04 | 0,27 | 0,01 | 0,45 | 0,32
M23 | 17 | 2045460 417265 LRSAM1 exon 0,18 | 0,0009 | 0,76 | 0,04 | fixé | fixé | fixé | fixé
M24 | 17 | 2166231 427774 PNPLA7 intron 0,27 | 0,047 | 0,89 | 0,59 | 0,52 | 0,02 | 0,13 | 0,006
M25 | 17 | 23100469 | 417256 MIR4640 intron 0,18 | 0,87 | 0,73 | 0,73 | 0,36 | 0,34 | 0,46 | 0,30
M26 | 17 | 2310607 417256 MIR4640 intron 0,13 | 0,86 | 0,73 | 0,69 | 0,36 | 0,34 | 0,46 | 0,28
M28 | 18 | 2748207 | 101750482 | LOC101750482 ncRNA 0,93 | 0,88 | 0,47 | 0,44 | fixé | fixé | fixé | fixé
M29 | 18 | 2749329 | 101750482 | LOC101750482 ncRNA 093 | 0,88 | 047 | 044 |0,09 | 0,37 | 0,004 | 0,60
M30 | 18 | 2766387 - - intergénique | 0,51 | 0,22 | 0,72 | 0,12 | 0,02 | 0,21 | 0,29 | 0,19

lannotation sur I’assemblage Galgal5 de la base de données NCBI
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[11. Identification d’indicateurs et de biomarqueurs des
myopathies WS et WB pouvant servir d’outils de diagnostic
dans une perspective d’application en sélection

I11.1 Phénotypes histologiques

Les analyses histologiques réalisées au travers de différents co-marquages
immunohistochimiques révélent plusieurs indicateurs qui permettent de quantifier précisément
les lésions associées a 1’établissement des défauts WS et WB dans le muscle. C’est le cas pour
le pourcentage de surface marquée au collagéne VI (représentatif de la fibrose) ou au bodipy
(représentatif de ’adipose), le nombre de capillaires par unité de surface du muscle et le
coefficient de variation de la taille des fibres. Ces phénotypes histologiques permettent
d'améliorer le diagnostic des myopathies et par voie de conséquence la puissance des dispositifs
expérimentaux mis en place pour les étudier. Ainsi, dans notre étude nous avons pu sur la base
des observations histologiques repérer trois échantillons du dispositif animal qui avaient été
mal classés visuellement et les retirer en vue de I’analyse transcriptomique différentielle.
L’utilisation de tels phénotypes permet donc d’accéder a une mesure quantitative beaucoup plus
standardisée et précise que les methodes de classification visuelle ou basée sur la palpation
actuellement mises en ceuvre en abattoirs et qui vont dépendre de nombreux facteurs liés a

I’expérimentateur ou aux conditions de mesure.

Actuellement, I’utilisation du phénotypage histologique peut paraitre compliquée a mettre en
ceuvre de fagon routiniére chez les sélectionneurs. En effet, I’analyse histologique des muscles
par microscopie classique et le traitement des images restent des procédures longues et
fastidieuses, difficilement conciliables avec I’analyse de grands effectifs. Par ailleurs, ce type
de mesure nécessite forcément le phénotypage des collatéraux puisqu’elle demande un
prélevement musculaire et donc I’abattage des animaux. Toutefois, de récents développements
réalisés au laboratoire laissent entrevoir la mise au point d’analyses a « moyen-débit » basées
sur I’utilisation d’un scanner qui permet de mesurer treés précisément et rapidement la quantité
de fluorescence émise suite aux différents marquages des Iésions musculaires impliquées dans
la mise en place des myopathies chez le poulet. La prochaine étape sera de valider sur des
populations de référence 'intérét d’utiliser ces phénotypes histologiques pour affiner le
diagnostic des myopathies et le gain qui pourrait étre obtenu en terme de sélection contre les
défauts WS et WB.
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[11.2 Phénotypes moléculaires

Au-dela de leur utilisation directe a des fins de diagnostic, ’obtention de phénotypes fins
histologiques a permis d’établir des corrélations avec les niveaux d’expression de genes acquis
par analyse transcriptomique. Ceci a été possible grace a la mise en ceuvre d’une approche
statistique originale, WGCNA pour Weighted Correlation Network Analysis, qui a permis
d’étudier les corrélations entre des modules de génes co-exprimés et les différents phénotypes
histologiques. Cette approche nous a permis de considérer 1’ensemble des échantillons de notre
dispositif (n=24) et d’exploiter toute la variabilité des Iésions observées entre échantillons. En
partant de la matrice d’expression de ’ensemble des genes, des modules de génes co-exprimés
sont identifiés et leur information résumée au travers de I’eigengene, correspondant a la
premiére composante principale du module. L’analyse des corrélations entre I’eigengene de
chaque module et les différents phénotypes histologiques a permis d’identifier les réseaux de
genes co-exprimes qui étaient les plus corrélés avec les caractéres étudiés. Au sein de chaque
module, nous avons fait le choix de sélectionner les génes (i.e., hubgenes) dont I’expression
était a la fois fortement corrélée a I’eigengene (Jr| > 0,7) et aux phénotypes histologiques (|r| >
0,7) discriminants les muscles atteints de myopathies séveres (i.e., collagéne VI, nombre de
capillaires et variation de la taille des fibres). Ces listes de genes ont été combinées avec celles
des génes DE entre muscles CR-C et CR-WSWB pour identifier les marqueurs les plus
pertinents des myopathies séveres. Ainsi, un jeu de 17 biomarqueurs a été proposé. Parmi eux,
trois n'étaient pas caractérisés. De maniére cohérente, la majorité des génes choisis grace a cette
approche sont impliqués dans des phenomenes de régénération musculaire, de fibrose, de
réponse a I’hypoxie et de guidage axonal, autant de processus biologiques identifiés comme
spécifiqguement activés dans les muscles severement affectés par les défauts WS et WB. En
intégrant les résultats issus de I’analyse génétique du défaut WS, nous avons enrichi ce set de
biomarqueurs avec 5 géenes supplémentaires situés dans des régions QTL contrélant le défaut
WS (MYH15, FN1, COL6A3, MYH1E et MYH1F). Parmi eux, MYH15 est particuliérement
intéressant puisqu’il est a la fois un candidat positionnel, fonctionnel et expressionnel. En effet,
le SNP le plus significatif pour le WS identifié sur le chromosome 1 au sein des lignées pHu
est localisé dans MYH15. MYH15 code pour une myosine de type lent, normalement exprimée
de maniere transitoire dans les muscles squelettiques du poussin, puis ré-exprimée lors de la
régénération musculaire (Camoretti-Mercado et al., 1993). Cette isoforme de la myosine semble
également étre impliquée dans la réponse a I’hypoxie chez le bovin (Neary et al., 2014). De

plus, elle est respectivement 800 et 60 fois plus exprimée dans les muscles a croissance rapide
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atteints de myopathies séveres par rapport aux muscles a croissance lente ou aux muscles a
croissance rapide visuellement sains. Toutefois, I’analyse eQTL réalisée pour ce géne au sein
des lignées pHu n'a pas permis de mettre en évidence de co-localisation avec le QTL de WS
identifié a la position du géne. Plus globalement, nous n’avons pas mis en évidence de lien entre
le niveau d’expression de MYH15 et la présence du défaut WS dans la population des animaux
pHu (p-value = 0,74). 1l semble donc que, si le géne est impliqué dans la variabilité génétique
du WS expliquée par la région QTL du chromosome 1, cela ne passe pas par une variation de
son niveau d’expression dans les lignées pHu. Il serait intéressant de bénéficier du génotypage
des animaux de la lignée commerciale a fort développement musculaire pour étudier la
régulation de I’expression de ce géne et mieux comprendre son implication dans 1’apparition

des défauts WS et WB.

Disposer de ce jeu de biomarqueurs mais aussi de phénotypes histologiques fins ouvre des
perspectives pour le diagnostic moléculaire des défauts WS et WB. L’intérét et la généricité de
ces outils pour le diagnostic des myopathies doivent maintenant étre validés dans d’autres
populations présentant des fonds génétiques variés et sur des effectifs plus conséquents.
L’utilisation de ces phénotypes moléculaires quantitatifs, beaucoup plus précis que les grilles
de notations utilisées actuellement pour estimer la gravité des défauts, représente aussi un atout
pour la recherche de mutations ou de marqueurs génétiques dans une perspective d’application
en sélection génomique. Ils pourront également étre mis a profit dans la recherche de
phénotypes non invasifs pour des applications facilitées en sélection ou pour la recherche de
solutions d’élevage permettant de réduire I’incidence des défauts dans les souches de poulet a

croissance rapide.
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CONCLUSION




Les myopathies WS et WB sont un défi majeur pour la filiere poulet de chair puisqu’elles
pénalisent & la fois la qualité de la viande mais également son image. Si plusieurs solutions se
sont montrées efficaces, comme par exemple la limitation de la vitesse de croissance ou encore
la diminution du poids et de ’age a ’abattage, elles entrainent toutes a ce jour des baisses de
performances en élevage. Cela améne a explorer les possibilités d’une amélioration génétique
des animaux, tirant profit des avancées offertes par les technologies a haut-débit. La thése visait
a 'y contribuer gréace au développement de nouveaux indicateurs et biomarqueurs permettant un
phénotypage fin des défauts, en complément de 1’identification de marqueurs génétiques et de
génes candidats utiles au développement de la sélection génomique. L’exploration des
mécanismes ayant conduit sur le long terme a ’apparition des myopathies permet par ailleurs
d’alimenter la réflexion sur les possibilités ou les limites a concilier croissance et intégrité

musculaire.

Le travail de theése aura permis de préciser I’architecture génétique du défaut WS au sein des
lignées divergentes pour le pH ultime. Elle s’est révélée complexe du fait du déterminisme
polygénique du défaut et des interactions possibles avec le niveau des réserves énergetiques du
muscle. Les approches complémentaires de recherche de QTL et eQTL ont toutefois conduit a
I’identification de premiers génes candidats et de mutations dont les effets restent a explorer a
plus large échelle. Les populations animales caractérisées pendant la these seront un matériel
génétique précieux pour poursuivre ces travaux en intégrant les données de génomique
positionnelle et expressionnelle. A court terme, le séquencage tout génome réalisé sur quelques
individus a croissance lente (CL) ou a croissance rapide atteints ou non par les defauts (des
groupes CR-C et CR-WSWB) devrait permettre d’identifier de nouvelles mutations d’intérét.
A plus long terme, le projet Mille Génomes Poulet qui a pour objectif de rassembler les
séquences du génome entier d’animaux du genre Gallus sera également une ressource précieuse

pour voir comment ségrégent les variants candidats dans d’autres populations.

L’intégration de différentes approches (histologique, transcriptomique et génétique) menées au
cours de la thése a mis en évidence de nouveaux indicateurs des défauts WS et WB sous la
forme de phénotypes histologiques quantitatifs, et de marqueurs géniques dont les profils
d'expression sont fortement corrélés aux désordres musculaires impliqués dans le
développement des myopathies séveres. Si la sélection génétiqgue ou génomique apparait
comme 1’un des leviers prometteurs pour lutter contre les défauts musculaires, son efficacité est
aujourd’hui pénalisée par la subjectivité du phénotypage qui reste basé sur une notation visuelle.

Les marqueurs histologiques et moléculaires développés lors de la thése ouvrent des
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perspectives d’application intéressantes pour affiner le phénotypage des populations d’intérét
et gagner en efficacité de sélection. Ils pourraient également étre mis a profit pour mieux évaluer
I’effet des programmes de sélection appliqués de longue date au sein des lignées sur la qualité
de leur muscle et la sensibilité aux défauts. Idéalement pour la sélection, il faudrait pouvoir
disposer d’indicateurs ou de biomarqueurs accessibles sur les animaux vivants. Différentes
voies de développement existent, a partir de techniques d’imagerie ou de tests plasmatiques par
exemple. Quelle que soit ’approche retenue, disposer d’une quantification précise des Iésions
musculaires (au travers des marqueurs histologiques ou géniques) pourra s’avérer fort utile pour

I’étape de calibration des modeles de prédiction.

Enfin, la caractérisation moléculaire a haut débit de différentes populations génétiques, a fort
développement musculaire ou a croissance lente, nous aura permis de progresser dans notre
comprehension de 1’étiologie des défauts. Il ressort de nos études que la sélection sur la
croissance et le rendement en muscle a conduit a une diminution des réserves en glycogene et
de la vascularisation du muscle, créant un environnement métabolique et structural favorable
aux derégulations biologiques associées aux myopathies WS et WB. Les futures analyses
génétiques et génomiques des souches a croissance rapide permettront d’évaluer dans quelle
mesure suffisamment de variabilité génétique demeure au sein de ces lignées pour diminuer la
sensibilité aux défauts musculaires, et quelle sera la contrepartie a attendre en termes de
performances de croissance. Il sera également pertinent de réfléchir a d’autres modes de
sélection, faisant appel a des génétiques alternatives ou de nouveaux criteres de sélection, pour

améliorer la durabilité de la production de la viande de poulet.
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Mapping QTL for white striping in relation to breast
= |NQA muscle yield and meat quality traits in broiler chicken

—  SCIENCE & IMPACT

Background

White striping (WS) is an emerging muscular defect cccurring an breast and thigh muscles of broiler chickens and characterized by
the presence of white striations parallel to the muscle fibers. This defect has significant consequences on meat quality, altering both its
appearance, nutritional values and technological properties. The etiology of WS remains unknown but previous studies demaonstrated
that the prevalence of this defect is directly related to broiler growth and muscle yield. Moreover, recent studies showed moderate to
high heritability values of WS, which emphasized the role of genetics in its detarminism,
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The aim of this study was to specify the genetic and molecular mechanisms involved in the appearance of WS by identifying
the first QTLs for WS as well as breast muscle yield and meat quality traits

Figule%ﬁu MEthOdS

.
£+ Chicken divergent lines selected for meat quality through Pectoralis
muajor ultimate pH (pHu) and concerned by WS defect '

Genome wide association study
(GWAS)

EX Univariate linear mixed model
T<% (GEMMA softuare)

£ 558 birds of the ath generation of selection (278 pHu +and 280 pHu-) | * * "L W " ©

P

W i QTL detection Genes environ ment 't Quantification of gene
. . R e Iden(iﬁ(a’mn of regions of Identification of . 25::’;;5"’?&5]
% Phenotyping : W5, breast vield, color parameters of meat {L*, a* b*), interess candidate genes AT oPCh Floldiem
drip and cocking loss, intramuscular fat, TBARS...
genes and gene netwarks

detection

Genotyping : lllumina chicken SNP 57K Beadchip

Figure 2 : 1~
MOIEM  nernal, ML e

Results & Discussion

£ 20 QTLs identified including 5 associated £ 16 candidate genes identified including & 19 eQTls identified including 2 ¢is-e(TLs
with WS on GGA1,4,7,17 and 18 13 for WS mostly involved in
Figure 5 : Ident fication of ciso() Lfor dyH -
Figure 3 : ia~hattan plet shering (e assaciation

MYHLF
= R B EEREEE RN
oztween SN ano W e
Composition of muscle
fibers and extracellular
matrix

Muscle repair

white Sinping
o S CEELHT

MYH1 5, MYH1E, MYH1B, MYH1F,
MYH13, MYOCD:

‘ Human muscular dystrophies
(Duchenne Muscular Dystrophy,
Limb-Girdle Muscular Dystrophies,
Bethlem myopathy)

Fibrosis/Adiposis

Ltor LRSAM1

LRSAML
5 SO IS N BEEERBERER RN

LRSAM1

Normal fillot Filot with WS
Figure 4 Transversal cross sectior, narmal Tllet vs W fil et

£ Several co-localizations between QTLs and eQTLs

Table 1 Co-ocalization on GA4 bet. een the pleiotrop ¢ region associated with mest qua ity traits
andd i W1, COLGAZ, CAPNG and kivHT2

Goa_rs 18454745 G1098147 1,590-05 a 102008 hlights LRSAMT a3

4 CGoa rs1845474% 51098157 121005 2 1.270-07 - SNPID

4 Cga_s156457 19 1190523 1,/0E-G6 3 1,/6E-04% “ 17 Coa_is 564642 2376482 50705

FN1, COL6A3, MYH13, CAPN3 4 Cga_rs 5648779 1195923 TEIECE 2 121806 LRSAM1 17 GGalVGAT12716 1901705 9550-12

POLYGENIC DETERMINISM OF WS AND MEAT QUALITY TRAITS
CANDIDATE GENES INVOLVED IN COMPOSITION OF MUSCLE FIBERS, MUSCLE REPAIR, FIBROSIS, ADIPOSIS AND MUSCULAR DYSTROPHIES
SEVERAL CO-LOCALIZATIONS QTLs/eQTLs WHICH SUGGEST CAUSATIVE GENES AND GENE NETWORKS INVOLVED IN THE VARIABILITY OF MEAT
QUALITY TRAITS AND BREAST MEAT YIELD
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Analyse a haut debit du
déterminisme de défauts
musculaires impactant la qualité
de la viande chez le poulet

—= SCIENCE & IMPACT

Résumeé

La filiére avicole est confrontée a des défauts musculaires qui impactent la qualité de la viande de poulet. Des
analyses génétiques et génomiques ont été menées en complément de mesures histologiques afin de mieux
comprendre 1’étiologie de ces défauts et contribuer au développement de nouveaux indicateurs et biomarqueurs
utiles au diagnostic et a la sélection. L’¢étude a porté sur deux modéles génétiques complémentaires : (1) deux
lignées divergentes de poulets sélectionnées sur le pH ultime du filet, et (2) une lignée a fort développement
musculaire plus sévérement affectée comparée avec une souche a croissance lente indemne de Iésions. La thése
a permis de décrire les modifications métaboliques et structurales induites par la sélection a long terme sur la
croissance et le rendement en filet ainsi que les dérégulations biologiques observées en cas de myopathies
séveres. Elle a aussi conduit a ’identification des premieéres régions QTL contrdlant les défauts chez le poulet et
a I’établissement d’un set de marqueurs géniques corrélés aux mesures histologiques des myopathies, qui une

fois validé, servira d’outil d’aide a la sélection et a I’¢levage.

Mots clés : poulet, défauts musculaires, qualité de la viande, génétique, génomique, biomarqueurs, sélection

Résumé en anglais

Poultry industry is facing muscular defects which that impair chicken meat quality. Genetic and genomic studies
were carried out in addition to histological measurements to better understand the etiology of these defects and
to contribute to the development of new indicators useful for diagnosis and selection. Studies focused on two
complementary genetic models: (i) two divergent chicken lines selected on breast meat ultimate pH and (ii) a
line with strong muscular development more severely affected by the defects, which was studied in comparison
with a slow-growing strain free from lesions. The thesis helped to describe the metabolic and structural changes
induced by long-term selection on growth and breast muscle yield as well as the biological deregulations
observed in case of severe myopathies. It also led to the identification of the first QTL regions controlling
muscular defects in chicken and to the establishment of a set of genes correlated with histological measurements

of myopathies that will serve after validation as tool for selection and breeding.

Key words: chicken, muscular defects, meat quality, genetics, genomic, biomarkers, selection




